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. RESUMEN

Introduccion : La enfermedad del ojo seco, (DED, del inglés Dry Eye
Disease), también conocida como queratoconjuntivitis seca, es un desorden
producido por multiples causas que se caracteriza porque el ojo no es capaz de
producir suficiente lagrima, o ésta es de calidad deficiente, acompafnado de un
aumento de la osmolaridad lagrimal e inflamaciéon de la superficie ocular. El
colirio de suero autélogo (SA), producido por medio de la separacién de los
componentes liquidos y celulares de la sangre del paciente, posee nutrientes

bioldgicos de las lagrimas naturales.

Objetivos : Conocer cdmo se modificaba la citologia de impresion
conjuntival (CIC) por transferencia, con el tratamiento con colirio de SA en
pacientes con DED (tamafio, numero de células caliciformes (CC) ; determinar
la variacion en la densidad de CC conjuntivales tras el tratamiento con colirio
de SA; estudiar la modificacién de los tests de Schirmer y Tiempo de Ruptura
de la Pelicula Lagrimal (BUT) tras el tratamiento con colirio de SA y conocer la
modificacion del grado de metaplasia escamosa conjuntival de los pacientes

con DED tratados con colirio de SA.

Material y métodos : Estudio prospectivo y analitico de 24 pacientes
diagnosticados de DED en los que se indicé tratamiento con colirio de SA. A los
pacientes se les realiz6 una CIC por transferencia antes y después del
tratamiento con colirio de SA. Se recogieron las siguientes variables: a)
descriptivas: edad, género, etiologia y clasificacion clinica del ojo seco, b)
variables derivadas de la CIC: numero, densidad de CC conjuntivales e indice
de capacidad mucinica de células conjuntivales y grado de metaplasia
escamosa. El analisis estadistico consisti6 en una fase descritiva, una fase

comparativa y una fase de analisis multivariante de las variables.

Resultados : Se incluyeron 24 pacientes (23 mujeres; edad media=53,8
+12,6 afnos); 10 pacientes (41,7%) presentaban DED moderada y 6 (25%) una
DED severa; 5 pacientes tenian artritis reumatoide. Tras el tratamiento,

Xl
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aumento significativamente el nimero y densidad de células caliciformes (CC)
conjuntivales (202,3 +107,5 vs. 210,1 +100,9 células/mm?; p<0,01), su tamafio,
el tamafio del nucleo y la relacion nudcleo/citoplasma. Siete de 10 pacientes con
metaplasia 3 6 4 mejoraron su grado de metaplasia. Los test de Schirmer y
BUT mejoraron de manera significativa. En el estudio multivariante, el
incremento de CC conjuntivales se asocio de manera directa con el tamafio y
densidad de CC y el tamafio del citoplasma de las CC en el momento basal. No

aparecieron reacciones adversas.

Conclusiones : El tratamiento con colirio de SA en la DED modifico la CIC
por transferencia, aumentando significativamente el numero y tamafo de las
CC, el tamafio de su nucleo, aumento en la relacion nucleo-citoplasma y la
densidad de las CC. Mejoraron también los tests de flujo y estabilidad de la
lagrima (test de Schirmer y BUT respectivamente) y el grado de metaplasia
escamosa. No encontramos ninguna reaccion ni efecto adverso con el
tratamiento del colirio de SA. La mejoria de los pacientes fue mas significativa
en los pacientes con DED grave.

Palabras clave: Enfermedad del Ojo Seco; Soluciones Oftalmicas;

Conjuntiva; Suero Autologo; Citologia de Impresion Conjuntival por

Transferencia.
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. SUMMARY

Introduction : Dry eye syndrome (DES), also known as
keratoconjunctivitis sicca, is a disorder originated by multiple causes and
characterized because the eye is not capable of producing enough tear, or it is
of poor quality. Autologous serum (AS) eye drops, produced through the
separation of liquid and cellular components from the patient's blood, contains
biological nutrients from natural tears. The aim of the study was to analyse
changes in conjunctival impression cytology (CIC) with transfer and lachrymal

stability and flow tests after treatment with AS in patients with DES.

Methods: CIC and lacrimal flow and stability (Schirmer's test and tear
break-up time test (BUT)) were prospectively studied in patients with DES
before and after one month of AS treatment.

Results: Twenty-four patients were included (23 women, mean age = 53.8
+ 12.6 years); 10 patients (41.7%) had moderate DES and 6 (25.0%) had
severe DES; 5 patients had rheumatoid arthritis. After treatment, the number
and density of conjunctival goblet cells (GC), their size, the size of the nucleus
and the nucleus/cytoplasm relation increased significantly (202.3 £ 107.5 vs.
210.1 + 100.9 cells / mm? p <0.01). In 7 out of 10 patients with metaplasia
grade 3 or 4 an improvement in the degree of metaplasia was noted. The
Schirmer and BUT tests improved significantly. In the multivariate study, the
increase in conjunctival GC was associated with the number of GC and size of

the cytoplasm at baseline. No adverse reactions were noted.

Conclusions: Treatment with AS 20% eye drops one month is well
tolerated and is associated with improvement in CIC with transfer increasing the
density of the GC. The improvement is more evident in patients with more

severe DES.

Key words: Dry Eye Syndrome; Autologous Serum; Conjunctival

Impression Cytology; Goblet Cells; Squamous Metaplasia.
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II. INTRODUCCION

La Medicina Regenerativa (MR) es una rama de la Medicina que tiene
como objetivo generar estrategias terapéuticas destinadas a resta urar la
funcién de los 6rganos y/o tejidos . Supone una nueva forma de terapia para

pacientes con enfermedades agudas o crénicas en la funcion tisular.'?

La trascendencia de esta nueva forma de terapia ha sobrepasado los
limites del debate cientifico y ha generado un importante debate ético y
mediatico, que ha llevado a las autoridades gubernamentales a legislar su
contenido y &mbito de aplicacion. Actualmente, estas normas se recogen en el
Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de julio, por el que se establecen las normas de
calidad y seguridad para la donacidon, la obtencion, la evaluacion, el
procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucién de células
y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento
para su uso en humanos. (BOE» nim. 163, de 05/07/2014) .

2.1 FUNDAMENTOS DE LA MEDICINA REGENERATIVA

La MR esta basada en la simulacion de los mecanismos biolégicos
necesarios para la regeneracion tisular . Estos mecanismos son intrinsecos
a los tejidos y su conocimiento es basico para el desarrollo de este tipo de
terapias, precisando del esfuerzo conjunto de profesionales pertenecientes a
varias disciplinas como Medicina, Biologia, Quimica, Ingenieria, etc.

Ante una agresion o pérdida tisular, el organismo va a responder con un
proceso de restauracion del tejido afectado. Esta restauracion puede dar como
resultado un tejido original, proceso conocido como reparacidon o, por el
contrario, la restauracibn puede originar un tejido similar al original,
denominandose en este caso regeneracion (figura 1). Las técnicas de MR van
encaminadas a procurar la regeneracion tisular guiada. La capacidad de
regeneracion es intrinseca al propio tejido y sus mecanismos son similares en
casi todos ellos, precisando unos sistemas de anclaje , que sirven de guia a
las células, y de unas sefales reguladoras del metabolismo gue forman

parte del denominado microambiente tisular y que controlan los procesos de
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proliferacion, diferenciacion y migracion celular asi como la formacion de matriz

extracelular.

Tratamiento regenerativo

AGRESION O PERDIDA
DE SUSTANCIA

U

RESTAURACION DEL
TEJIDO AFECTADO

— T

Tejido con distinta Tejido similara |
Arquitectura y funcién original

REPARACION REGENERACION

Figura 1. Esquema de los mecanismos de restauracion tisular.

Fisiol6gicamente existen tres mecanismos de regeneracion tisular:

» Hiperplasia compensadora, mediante el aumento de la mitosis celular,

para mantener o restaurar la masa tisular.

= Activacién de las células madre, mediante la produccién, maduracién
y diferenciacion de las células progenitoras; como es el caso de los
epitelios, los endotelios, el tejido conectivo y las células

hematopoyeéticas.

* Produccién de células madre por desdiferenciacion d e células
adultas, mecanismo por el cual las células adultas pierden sus
caracteristicas fenotipicas y se transforman en células madre,
recuperando parte del potencial biolégico que tenian previamente. Estos
mecanismos de desdiferenciacion celular estan intimamente
relacionados con los mecanismos que promueven la oncogeénesis,
jugando el factor p53 un importante papel en ambos procesos y siendo
este caracter oncogeénico el principal factor limitante para la utilizacion

clinica de estas células®.

Los fibroblastos juegan un papel primordial en los procesos de
reparacion tisular. Los fibroblastos son las células mas comunes y menos

especializadas del tejido conectivo. Su gran capacidad para diferenciarse a
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otros fenotipos celulares mas especializados ha sido ampliamente utilizada en
MR.>* Los fibroblastos son los responsables de la formacién de la matriz
extracelular, una estructura imprescindible para mantener la integridad del
tejido conectivo y que proporciona un soporte, en forma de entramado, que
resulta fundamental en la reparacion de las heridas. Estas células sintetizan
todos los elementos que integran la matriz extracelular, como colageno (sobre
todo las fibras de colageno tipo I), proteoglicanos y glucosaminoglicanos de la
sustancia amorfa, proteinas fibrosas como la fibronectina y laminina, y fibras

elasticas como la elastina.

Los fibroblastos tienen una gran importancia durante la cicatrizacion y
reparacion de las heridas al migrar hacia la zona lesionada y proliferar,
aumentando la produccién de matriz extracelular para reparar el defecto
tisular. Se trata de células morfolégicamente muy heterogéneas segun su
localizacion y actividad. Podemos distinguir varios tipos o estados de
diferenciacion, que son regulados por sefiales especificas del microambiente

gue les rodea:

= Fibrocitos. Son fibroblastos relativamente quiescentes pero, en
condiciones normales, son los responsables de la formacion y
mantenimiento de la matriz extracelular. Son células con poca

capacidad para dividirse y sin actividad contractil.

» Fibroblastos. Son células mas activas con una mayor produccion
de matriz extracelular. Presentan un importante citoesqueleto de
microtubulos y microfilamentos de actina que les permite la

movilidad celular.

» Miofibroblastos. Los miofibroblastos son una subpoblacion de
fibroblastos que presentan caracteristicas intermedias entre los
fibroblastos y las células de musculo liso. Por un lado, son células
formadoras de matriz extracelular y por otro presentan
carcteristicas contractiles y expresan la actina a del musculo liso

(a-SMA).>°
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2.2 ESTRATEGIAS DE LA MEDICINA REGENERATIVA

Basandonos en estos principios fisioldgicos, la MR utiliza tres tipos de
estrategias para la reparacion o regeneracion de los tejidos:

2.2.1 INDUCCION QUIMICA O BIOLOGICA

Representa el area de la MR que mas impacto ha tenido en la actualidad.’
Muchos agentes topicos han sido utilizados en Medicina, por su eficacia en
acelerar la reparacion tisular de las heridas.® Moléculas como la angiotensina,
acido retinoico, aminoacidos como la L-arginina, factores solubles como
citoquinas o interleuquinas (IL), derivados de purinas sintéticas, preparados
sintéticos de matriz extracelular (Alloderm”, Integra”) y Factores de
Crecimiento (FC) han sido utilizados para estimular la funcién y produccion de
células endégenas.®° De todos ellos, los FC son los mas importantes.

A. FACTORES DE CRECIMIENTO (FC)

Los FC, son un conjunto de sustancias mayoritariamente de naturaleza
proteica, cuya funciéon es regular una gran variedad de procesos celulares
como la proliferacion y el metabolismo celular , la quimiotaxis, migracion y
diferenciacion dirigida , y la produccion de matriz extracelular . Estos FC
juegan un importante papel en la reparacion tras agresiones tisulares, de ahi su
importancia en MR asi como en Oncologia experimental, siendo muy util el
estudio de estas moléculas reguladoras en el diagndstico, seguimiento y

tratamiento de algunas neoplasias.®

Los FC estan presentes en casi todos los tejidos y son producidos por la
mayoria de las células, pero sobre todo por fibroblastos, células endoteliales
y leucocitos (monocitos y macrofagos), almacenandos e en la médula
O0sea y en las plaguetas . Se suelen sintetizar en forma de moléculas
precursoras, o profactores, que posteriormente son procesados por enzimas
proteoliticas para completar la sintesis de la molécula madura que interacciona
con receptores especificos de la membrana celular. Su efecto es multifuncional,
dependiendo de la célula diana sobre la que actuan, de su estado fisioldgico,

de su relacion con otras células y con la matriz extracelular y de la presencia de
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otros FC. La mayoria de los FC, actuan de forma local (paracrina, autocrina o

yuxtacrina), pero también pueden actuar a distancia.
Segun su especificidad celular, podemos diferenciar entre:

- Factores selectivos como la interleuquina (IL)-2 y la eritropoyetina, que

actuan sobre células muy especificas v,

- Factores no selectivos como el Factor de Crecimiento Epitelial (EGF) y
el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGE), que actlan

sobre una gran variedad de células

2.2.2 TRASPLANTES CELULARES

La terapia con células madre se ha propuesto como solucion a multiples
problemas clinicos que van desde la reparacion estructural o reemplazo de los
tejidos dafados, hasta la restauracion fisiologica de los defectos funcionales o
metabdlicos de los mismos.'* Estas terapias celulares estan basadas en la
capacidad de respuesta de las células madre y su versatilidad para proliferar y
diferenciarse en distintas lineas celulares segun el microambiente que las
rodea.’> Podemos definir una célula madre como aquella célula
indiferenciada y no especializada que de forma inde finida puede
diferenciarse a determinadas lineas celulares .'* Las células madre pueden

clasificarse segun su capacidad de diferenciacion o segun su origen.
A. Segun su Capacidad de Diferenciacion , las podemos clasificar en:

= Células totipotenciales. Capaces de diferenciarse en cualquier tejido,
ya sea embrionario o extraembrionario (placenta y anejos). Se obtienen

de embriones en la fase de blastocisto.

= Células pluripotenciales.  Capaces de diferenciarse a células de

cualquier tejido adulto. Se aislan del embrién antes de implantarse.

= Células multipotenciales. Capaces de diferenciarse a cualquier tejido
adulto, pero dentro de una misma capa embrionaria (endodermo,
mesodermo y ectodermo). Se aislan en tejidos adultos, cordon umbilical,

liquido amniético y placenta.

B. Segun su Origen, las podemos clasificar en:



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL 0JO SECO INTRODUCCION

Células madre embrionarias. Son células pluripotenciales, con una
gran capacidad regenerativa y un cariotipo normal. No expresan niveles
de antigenos HLA clase Il y muy bajos niveles de antigenos HLA clase |I.
Son células con una importante capacidad cancerigena y su utilizacion

en clinica plantea muchos problemas éticos.***

Células madre gonadales. Son pluripotenciales, con gran capacidad
regenerativa y faciles de expandir aunque dificiles de extraer. Aunque se
obtienen de la cresta gonadal en fetos de entre 5-10 semanas, al igual
que las anteriores, su utilizacion plantea numerosos problemas éticos y

tienen importante capacidad cancerigena.

Células madre adultas. Son multipotenciales y tienen menor capacidad
de regeneracion que las anteriores aunque son mas faciles de obtener y
de expandir. Son las células madre mas utilizadas en MR y se
encuentran en multiples tejidos como la médula 6sea, musculo
esquelético, epidermis, intestino, testiculo, higado, sistema nervioso
central, corazon y tejido adiposo. Dentro de las células madre adultas
tenemos que destacar, por su importancia, a las células madre
mesenquimales. Estas células se encuentran en la médula 6sea, en el

tejido adiposo, en la sangre y el cordon umbilical.

Células madre del liquido amniotico, placenta y cor  dén umbilical.

Son pluripotentes, expresando marcadores y caracteristicas comunes a
células embrionarias y adultas. Presentan una buena capacidad
regenerativa y son faciles de obtener y expandir, aunque su utilizacién

plantea problemas éticos.'®*’

2.2.3 TRASPLANTE DE TEJIDOS Y ORGANOS ARTIFICIALES
La obtencion de tejidos y érganos artificiales supone, actualmente, el mayor

reto para la MR por la falta de 6érganos para todas las personas que necesitan

un transplante, motivo que ha impulsado el desarrollo de esta forma de terapia

que ofrece prometedoras expectativas.

La utilizacién de células madre , sobre todo las mesenquimales, junto con

el mejor conocimiento de sus interacciones con la matriz extracelular y los

factores biolégicos presentes en el microambiente, asi como la mejora en los

6
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sistemas de anclaje con la utilizacion de biomateriales sintéticos de tercera
generacién (hidrogeles) ha permitido el desarrollo de tejidos artificiales —.*®%°
Estos pueden ser autélogos , generados a partir de células del propio paciente,
o alogénicos , sintetizados a partir de células de donante. Los tejidos autdlogos
representan la mejor opcién para reparaciones tisulares permanentes,?® pero
se precisan al menos dos semanas para disponer de estos tejidos. En casos de
defectos estructurales pasajeros o agudos se pueden utilizar tejidos alogénicos
ya preparados y listos para su uso. Estos tejidos alogénicos acabaran siendo
inmunologicamente rechazados por el receptor, pero nos permiten una
adecuada aproximacion terapéutica durante la fase aguda de procesos como
guemaduras, estimulando la regeneracion del tejido propio y dando tiempo para

utilizar tejidos autélogos si fuera preciso.**?*
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2.3 MEDICINA REGENERATIVA EN OFTALMOLOGIA

El empleo del Suero Autblogo (SA) , también forma parte de la MR. El
colirio de SA , producido por medio de la separaciéon de los componentes
liquidos y celulares de la sangre del paciente, pos  ee nutrientes biologicos
de las lagrimas naturales. Tiene efectos sobre la superficie ocular que vienen
determinados por sus numerosas propiedades biolégicas. ElI SA presenta unas
caracteristicas muy similares a la lagrima en cuanto a pH y osmolaridad. Al
igual que ésta, contiene abundantes FC, factores neurotréficos y moléculas con
accion antibacteriana que determinan que el tratamiento con colirio de SA no
solo humidifigue la superficie ocular sino que ademas, aporte factores
nutricionales y de crecimiento necesarios para mantener la viabilidad celular.
Ademas contiene componentes bactericidas que reducen el riesgo de

contaminacion e infeccion.?*%

El colirio de SA ha sido utilizado con mayor o menor éxito en el manejo de
numerosos procesos que afectan a la superficie ocular , y sobre todo a nivel
de alteraciones en la cornea. Entre estos, cabe destacar su aplicacion en el

tratamiento de;:

2.3.1 DEFECTOS EPITELIALES PERSISTENTES (DEP) PRODU CIDOS
POR DIVERSAS ETIOLOGIAS

En estos pacientes se ha visto como la terapia con SA reduce

considerablemente la duracion de los DEP.?4?°

2.3.2 MANEJO DE LA QUERATOPATIA NEUROTROFICA
La utilizacién del colirio de SA en el tratamiento de la queratopatia neurotrofica

permitio la cicatrizacion completa del defecto epitelial.2>%’

2.3.3 EROSIONES CORNEALES RECURRENTES
En estos pacientes se ha visto como la aplicacion de SA disminuye la tasa

de recurrencias.?®
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2.3.4 CIRUGIAS DE RECONSTRUCCION

La aplicacién de colirio de SA se ha asociado en ocasiones a cirugias de
reconstruccion de la superficie ocular, como trasplante de limbo, trasplante de
membrana amniotica (MA), queratopatia penetrante en pacientes con sindrome
de Stevens-Johnson o penfigoide ocular cicatricial, contribuyendo a mejorar la

estabilidad del epitelio corneal.”®

2.3.5 AGUJERO MACULAR RETINIANO

El SA ha sido también utilizado en la cirugia de agujero macular.®

2.3.6 COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS DE LA CIRUGIA
FILTRANTE DEL GLAUCOMA

El colirio de SA se ha llegado a emplear en cirugia del agujero macular,
para cubrir el defecto y pretender una reproliferacion, generalmente gliética, en

el hueco del agujero, con el objetivo de cerrarlo anatémicamente.*°

2.3.7 POSTOPERATORIO DE PACIENTES CON PTERIGION

La aplicacién del colirio de SA durante un mes en pacientes a los que se ha
extirpado un pterigion reduce la tasa de recidivas y los pacientes refieren una
importante mejoria sintomatica con su utilizacién.>

2.3.8 TRATAMIENTO DE LA QUERATOPATIA ASOCIADA A LA

ANIRIDIA

Algunos centros han encontrado que el 95% de los pacientes con esta
patologia y tratados con SA presentaron una mejoria clinica significativa tras el
tratamiento, en relacion a terapias previas con lagrimas artificiales. EI SA
favorecio la epitelizacion y la estabilidad de la pelicula lagrimal en un 92% de
los pacientes, presentando pocos efectos sobre la formacién de nuevos vasos

sanguineos y sobre la transparencia de la cérnea.®
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2.3.9 MANEJO DEL OJO SECO ASOCIADO A ENFERMEDAD IN JERTO
CONTRA HUESPED (EICH)

En estos pacientes se encuentra una mejoria clinica subjetiva muy rapida
siendo algo mas lenta la desaparicion de signos como la queratopatia

punteada.®?

2.4 ENFERMEDAD DEL OJO SECO (DED)

La definicion actual de la DED (del inglés Dry Eye Disease) segun el
Subcomité de definicion y clasificacion de TFOS DEWS Il es: "El ojo seco es
una enfermedad multifactorial de la superficie ocul ar, que se caracteriza
por una pérdida de la homeostasis de la pelicula la grimal y que va
acompafiada de sintomas oculares, en la que la inest abilidad e
hiperosmolaridad de la superficie ocular, la inflam acion y dafio de la
superficie ocular, y las anomalias neurosensoriales desempeian papeles
etiologicos.”

La terminologia utilizada en la definicion, incluida la diccion, el orden de
las palabras, el énfasis y el significado aceptado, se consideraron criticos al
crear una definicion internacionalmente aceptada adecuada para la traduccién
a multiples idiomas. Los términos individuales se describen a su vez:

- Multifactorial

El informe DEWS de 2007 reconocié que el ojo seco es una enfermedad
compleja y multifactorial que no puede caracterizarse por un solo proceso,
signo o sintoma. En términos médicos, multifactorial se describe como que
tiene, o se deriva de una serie de diferentes causas o0 influencias
interactuantes, como es el caso en la DED.

- Enfermedad

Desde 2007, la definicibn ha reconocido el ojo seco como una
enfermedad. Aunque las definiciones de "enfermedad"” varian, generalmente se
entiende que es un trastorno de estructura o funcion o una condicion de
enfermedad que produce signos o sintomas especificos. Desde la perspectiva
de la atencién al paciente, ademas de proporcionar una apreciacion global del
0jo seco como una entidad con implicaciones patoldgicas y de calidad de vida,
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se considero importante retener el término "enfermedad"” en la definicion.

- Superficie ocular

La superficie ocular se define como la que comprende las estructuras del
0jo y los anexos, incluida la cérnea, la conjuntiva, los parpados, las pestafas,
la pelicula lagrimal, las glandulas lagrimales principal y accesorias y las
glandulas de Meibomio. Por lo tanto, las lagrimas, tanto en términos de los
componentes individuales en el sitio de produccion, como en forma de pelicula
en la superficie ocular, se incluyen dentro del término "superficie ocular".

- Homeostasis de la pelicula lagrimal

La pelicula lagrimal tiene un papel vital en la lubricacion y proteccion de
la superficie ocular, asi como en el mantenimiento de una superficie lisa y
refractiva para un rendimiento visual optimo. Fisiologicamente, la homeostasis
describe el estado de equilibrio en el cuerpo con respecto a sus diversas
funciones y a la composicién quimica de los fluidos y tejidos. Cuando se aplica
a la DED, el concepto de homeostasis de la pelicula lagrimal alterada reconoce
la posibilidad de los muchos cambios diferentes que pueden ocurrir en la
pelicula lagrimal y la superficie ocular, en respuesta a una o mas de las causas
subyacentes de la DED. La interrupcién de la homeostasis se considera la
caracteristica unificadora que describe el proceso fundamental en el desarrollo
de la DED.

- Sintomas

La definicion de DED de 1995 identifico las molestias como la principal
respuesta sintomatica asociada con el ojo seco, y la definicibn de 2007 amplié
el concepto de sintomas para incluir trastornos visuales. Si bien la terminologia
varia segun el idioma y entre las diferentes culturas. Los sintomas oculares
siguen siendo un componente fundamental de la DED. El informe original de
TFOS DEWS mantuvo la “incomodidad” como un término dentro de la
definicion, pero amplio el concepto de sintomas para incluir la alteracion visual,
en reconocimiento de la falta de definicion transitoria informada por los
individuos afectados que correspondia con la calidad de la superficie lagrimal.
TFOS DEWS Il reconoce que tanto la incomodidad como los sintomas de
alteracion visual siguen siendo fundamentales para la DED, pero para evitar

restricciones y maximizar la relevancia en todo el mundo, ha elegido la frase "...
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acompafado de sintomas oculares” para la definicion actual, para abarcar un
rango mas amplio de posibles sintomas asociados con la DED.

- Papel etioldgico

El término "rol etiologico” enfatiza el concepto de una via involucrada, sin
sugerir que las caracteristicas especificas se consideren resultados de

medicién o elementos de diagnéstico requeridos.*

La DED, también llamada, Queratoconjuntivitis Seca, >** es una afeccion

muy frecuente, y su etiologia puede deberse a:
1. Produccion insuficiente de lagrima
2. Produccién de lagrimas de baja calidad.

No siempre existe una causa reconocible de la DED. Su prevalencia
aumenta con la edad, y es mas frecuente en mujeres menopausicas, en
relacion a los cambios hormonales. Otros factores de riesgo son el uso de
lentes de contacto, algunas cirugias oculares (fundamentalmente el LASIK),
empleo de pantallas de visualizacion y algunos farmacos como antidepresivos,

ansioliticos, antihistaminicos, diuréticos, etc.*

En algunas ocasiones, se puede identificar alguna patologia sistémica
que produce la DED, como es el Sindrome de Sjogren (SS) (asocia ademas
sequedad en boca y otras mucosas), la artritis reumatoide (AR) u otras

enfermedades autoinmunes.

Los signos y sintomas de la DED suelen afectar a ambos 0jos, y los mas

frecuentes son los siguientes:
1. Irritacion
2. Ardor
3. Sensacion de sequedad
4. Sensacion de cuerpo extrafio

5. Ojo lloroso, con aumento del lagrimeo. Esto se produce como
consecuencia de la hiperproduccion refleja de lagrima cuando, por

mala calidad, la existente no protege la superficie ocular.
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6. En algunos casos, puede dificultar la vision (visién borrosa, vision doble),
mejorando tras el parpadeo repetido. Este sintoma, asi como las
molestias tipo arenilla, son frecuentes tras la lectura prolongada o uso

del ordenador.

La mayoria de los sintomas de la DED aumentan a lo largo del dia, siendo

mAas intensos por la tarde-noche.

2.4.1 COMPOSICION Y FUNCIONES DE LA LAGRIMA

La lagrima se produce de manera continua en las glandulas lagrimales
situadas encima del globo ocular. Su misién principal es: lubricar el ojo,
mantener limpia la cornea y arrastrar cualquier cuerpo extrafio hacia el saco y
el conducto nasolagrimal, para ser luego expulsado al exterior por las fosas

nasales.
La lagrima esta compuesta por tres capas:

1. Capa Lipidica: secretada principalmente por las glandulas de Meibomio,

gue se encarga de evitar la evaporacion de la misma.

2. Capa Acuosa: Representa el 99,78% de la lagrima. Se secreta por la

glandula lagrimal principal y accesorias.

3. Capa Mucosa: Es la capa que esta en contacto con el epitelio corneal.
En esta capa se forma un gel rico en hidratos de carbono, producido por
las células caliciformes o de Goblet, que posteriormente se disuelve

progresivamente en la parte acuosa (figuras 2 y 3).

= Capa lipidica

Capa acuosa

mucinas
= Capa musinica
Miercvellosidades
. -
-
Epitelio comeal — ‘ﬁ
@ Lo @ ~

Figura 2. Capas de la lagrima..
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-

Pelicula |

lagrimal
Capa mucosa ! s <
Mucina 0,2% Pk 4 Glandula
Capa acuosa A | | lagrimal
99,78% | |
Capa lipidica A\ .
Oleosa 0,02% ) A
Cérnea 4 AN
R "
Conjuntiva 7
Glandulas
R de Meibomio

Células de Globet

Caliciformes

2

Figura 3. Anatomia del aparato lagrimal.

La lagrima es una pelicula fluida que recubre toda la superficie ocular

(cornea y conjuntiva). Tiene como funciones:
» Evitar la desecacién corneal.

» Mantener el poder de refraccion del ojo. Puesto que la pelicula lagrimal
precorneal representa la superficie del conjunto Optico de mayor
potencia refractiva del ojo. Una disrupcion de la pelicula lagrimal

afectara a la Agudeza Visual.

» Favorecer los mecanismos de defensa inmunologica contra las

infecciones oculares.

» Potenciar la penetraciéon del oxigeno en la cornea (nutricion de la

misma).

La lagrima tiene gran importancia en el mantenimiento de las interacciones
dindmicas que existen entre las diferentes estructuras que integran la superficie
ocular.®* Ademas de su funcién 6ptica y lubricante , tiene gran importancia a
nivel metabdlico y antimicrobiano,  al actuar como vehiculo de moléculas que

van a regular la estabilidad y viabilidad de los epitelios de la superficie ocular.
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También aporta enzimas reguladoras y nutrientes como glucosa, oxigeno, agua

y electrolitos necesarios para el metabolismo del epitelio corneal.

Por otro lado, la lagrima contiene altas concentraciones de proteinas
estructurales como albumina, lactoferrina o lisozima que mantienen las
propiedades fisicas de la pelicula lagrimal, asi como numerosas proteinas
activas o funcionales, como los FC, vitaminas, inmunoglobulinas (IG) y
neuropéptidos, que regulan los procesos de proliferacion, migracion y
diferenciacion de las células del epitelio corneal y conjuntival. Estas proteinas
se sintetizan en la glandula lagrimal principal y en las glandulas accesorias de
Krause y Wolfring, siendo posteriormente vertidas a la lagrima.*® Ademas, la
lagrima tiene propiedades antimicrobianas  derivadas no sélo de su efecto
barrera por barrido mecanico, por el cual elimina detritus, cuerpos extrafios y
microorganismos, sino que en la lagrima hay también IG, factores del
complemento, linfocitos, macréfagos y enzimas como la lactoferrina,

arilsulfatasa, peroxidasa y lisozima con efecto bacteriostatico y bactericida.*®
En la DED, muchas de estas sustancias estan disminuidas, y esto
contribuye a aumentar el dafio sobre las células conjuntivales del 0jo.*’
2.4.2 CLASIFICACION DE LA DED

La DED se ha clasificado segun la estructura de la pelicula lagrimal

afectada en: deficiencia acuosa, mucosa o lipidica.  >®

Posteriormente,* se realiz6 una clasificacion méas patogénica (Figura 4),

clasificandola en:

1. Ojo seco acuodeficiente (disminucion de la produccion o fallo en el

transporte de la lagrima).

2. Ojo seco evaporativo (alteracion del parpadeo, de la apertura
palpebral, de la superficie ocular, otros trastornos); vy,

3. Alteraciones combinadas
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Presenting patient

#TFOS DEWS Il Diagnosis

Asymptomatic

#TFOS DEWS Il Pathophysiology / Tear Film / Diagnosis

Signs of Ocular Surface Disease [ Signs of Ocular Surface Disease &

on

emuns®

Triaging questions
#TFOS DEWS Il Diagnosis

v

Other Ocular

No treatment
required

CLLLLLLLPS

Symptoms

Signs without symptoms: Neurotrophic conditions z . 5 P Neuropathic pain
predisposition to dry eye (dysfunctional sensation) . suriacallliscase: DT (non-0SD)

q Differential Diagnoses pre-clinical state

A 4
Preventative managementas | | Signs indicating management Refer / manage according | | Observe / offer education Refer for pain
appropriate (€.g. pre-surgery) of DED required to differential diagnosis / preventative therapy management

#TFOS DEWS Il latrogenic DED #TFOS DEWS Il Management 7 #TFOS DEWS Il Diagnosis #TFOS DEWS Il Management ~ # TFOS DEWS Il Pain & Sensation
Dry Eye Disease
| A
Aqueous deficient Mixed Evaporative

b b b b

Management to restore homeostasis
#TFOS DEWS Il Management

Figura 4. Clasificacion de la Enfermedad del Ojo Seco (DED). Tomada de
Craig JP et al.®
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Para clasificar la DED también se recomienda la Clasificacion de Madrid,

propuesta por Murube et al.*® que aborda la DED en tres ejes: segun la

etiologia , la histopatologia vy la gravedad.

A. CLASIFICACION DE LA DED SEGUN SU ETIOLOGIA

Las multiples causas capaces de desarrollar una DED se pueden reunir

en 10 grupos, en los que unos suelen afectar a glandulas exocrinas

(ojos, nariz, boca, vagina, piel), mientras que otros, suelen afectar solo a

las glandulas de ambos ojos, de un solo ojo, o incluso a una sola

variedad glandular de un ojo (tabla I).

(pan-exocrinos)

(dacrio-exocrinos)

Hiponutricionales

1,2,3,4,5 6,7,8,9, 10
1. Etarios 6. Disgenéticos
2. Hormonales 7. Inflamatorios
3. Farmacoldgicos 8. Traumaticos
4. Inmunopaticos 9. Neurodeprivativos
5.

10.Tantalicos

B. CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA O «ALMEN» DE LADE D

Desde un punto de vista histopatologico, la DED se clasifica en

acuodeficiente 'y no acuodeficiente . En la mayoria de los casos el

déficit lacrimal se acompafia de déficit de otras glandulas exocrinas.

Todo ello se resume en la clasificacion «<ALMEN» , acrénimo donde la

A representa la acuodeficiencia; la L, la lipodeficiencia; la M, la

mucodeficiencia; la E, la epiteliopatia; y la N, las exocrinopatias no

oculares (Tabla II).
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Acuodeficiente

Lipodeficiente
Mucodeficiente
Epiteliopatico
No ocular, exocrinodeficiente

C. CLASIFICACION CLINICA DE LA DED

Desde un punto de vista clinico, y para establecer un pronostico y
tratamiento, la gravedad de la sequedad ocular definida por Murube et
al.*® fue modificada posteriormente segln las recomendaciones de un
subgrupo de expertos en la DED* y finalmente revisada por el
Subcomité de definicién y clasificacién de TFOS DEWS Il (Tabla I11).%®
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Nivel de gravedad

*
de la DED 1 2 3 4
Incomodidad, Leve ylo episédico; Episddico o cronico | Frecuente o constante Severo y/o
gravedad y frecuencia ocurre bajo estrés moderado, con o sin grave sin estrés discapacitante y
ambiental. estrés constante

Sintomas visuales

Ninguno o fatiga

Episédico molesto y/o

Molesto, crénico y/o
constante, limitante

Constante y/o
posiblemente

(severidad/ubicacion)

episddica leve limitante discapacitante
Inyeccidn conjuntival Ninguno a leve Ninguno a leve +/- +++
Tincion conjuntival Ninguno a leve Variable Moderado a marcado Marcado
Tincién corneal . . Erosiones punteadas
Ninguno a leve Variable Central marcado P

severas

Signos corneales/
lagrimales

Ninguno a leve

Desechos leves |
menisco

Queratitis filamentosa,
agregacion de moco,
1 desechos en las

Queratitis filamentosa,
agregacion de moco,
1 desechos en las

Schirmer (mm/5 min)

lagrimas lagrimas, ulceracion
Parpado/Glandulas MGD variablemente MGD variablemente Trlq_U|_aS|s_,,
; ) Frecuente gueratinizacion,
de Meibomio presente presente . .
simbléfaron
TBUT (seg) Variable <10 <5 Inmediato
Puntuacién de Variable <10 <5 <2

*Debe presentar signos y sintomas. TBUT: tiempo de ruptura lagrimal con fluoresceina. MGD: disfuncién de la glandula
de Meibomio. Reimpreso con permiso de Behrens A et al.®®

2.4.3 DIAGNOSTICO DE LA DED

La DED es una enfermedad multifactorial, crénica y a veces asintomatica

lo que la convierte en una patologia dificil de estandarizar. Su diagnéstico

esta orientado a identificar las pruebas que permiten cumplir la definicion

de la enfermedad y los subtipos para orientar y monitorizar el tratamiento.

Ademas, deben servir para realizar el diagndstico diferencial y las

comorbilidades (figura 5).3
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severe

e.g. smoking, certain medications,

contact lens wear

Diagnostic Tests

Screening Homeostasis
Markers

) START
Triaging L ‘
. Factor \+1 of ‘
Questions : i
Analysis

Suspect
dry eye

Subtype Classification Tests
Aqueous/ Evaporative Spectrum

How severe is the eye discomfort?

Do you have any mouth dryness or swollen glands?

How long have your symptoms lasted & was there any triggering event?

Is your vision affected and does it clear on blinking?

Are the symptoms or any redness much worse in one eye than the other?

Do the eyes itch, appear swollen or crusty, or have given off any discharge?

Do you wear contact lenses?

Have you been diagnosed with any general health conditions (including recent respiratory infections)
or are you taking any medications?

* Only to be used if NIBUT not available.

*If more than one homeostasis marker test is performed, they
should be performed in the following order: NIBUT, osmolarity,
fluorescein BUT, ocular surface staining.

+ detailed anterior eye examination differential diagnosis where indicated by answers

Figura 5. Pruebas de diagnéstico de la DED. Tomada de Craig JP et al.*®

La secuencia de pruebas para el diagnéstico de ojo seco son:

1. Historia clinica y exploracion de la superfiomular:
Con la historia clinica enfocada a la patologia de la superficie ocular,

teniendo en cuenta los factores de riesgo y clasificaciéon se puede realizar la
aproximacion diagndstica en la gran mayoria de los pacientes.

2. Cuestionarios:
Los cuestionarios son de gran utilidad como ayuda diagnostica y nos

pueden servir para cuantificar la gravedad de la patologia y la respuesta al
tratamiento. Los més empleados son:
1. El OSDI (Ocular Surface Disease Index): nos da informacion sobre la
gravedad de la patologia y la afectacion de la vision.

2. Cuestionario SANDE: consiste en dos preguntas sobre la frecuencia y
gravedad de los sintomas. Este cuestionario sirve para el diagnéstico de
la enfermedad y también funciona como herramienta de monitorizacion

del tratamiento.

3. Pruebas no invasivas para el diagnéstico de la DE  D:
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A. Tiempo de ruptura lagrimal (BUT), o Break-up tim  e*

Mide el periodo de tiempo transcurrido entre un parpadeo y la primera
aparicion de un islote de desecaciéon corneal. Para la realizacién de la
prueba se instila una gota de fluoresceina en el fondo del saco
conjuntival inferior. A continuacion se observa al paciente en la lampara
de hendidura bajo la luz azul cobalto con objetivo de 16X y se mide el
tiempo que pasa desde la apertura palpebral hasta la aparicion del punto
de sequedad. Este parametro es un buen indicador de la inestabilidad
de la pelicula lagrimal, pero no aclara cual es el factor deficitario. El
tiempo normal de ruptura de la pelicula lagrimal debe ser superior a
10 segundos . Tiempos iguales o menores a 10 segundos son

considerados anormales.
B. Test de Schirmer
Existen tres formas para la realizacion de este test:

1. Test de Schirmer sin anestesia : Consiste en colocar una tira de
papel de filtro en la cuenca lagrimal, entre la mitad externa del
parpado inferior y la conjuntiva bulbar del ojo. El paciente permanece
parpadeando de forma normal durante 5 minutos. Durante la
exploracion no debe haber luces fuertes ni corrientes de aire. A los 5
minutos se retira la tira y se anotan los milimetros lineales
humedecidos en la parte de tira no introducida tras el parpadeo. Se

considera normal un valor superior a 10 mm  de la tira.>**?

2. Test de Schirmer con anestesia: Se anestesia tépicamente la
cuenca lagrimal y a continuacion se colocan las tiras de papel.
Schirmer consideré normal mojar 15 mm o mas . La prueba mide la
secrecion basal incrementada por el reflejo trigeminal naso-

lacrimal 34%3

3. Test de Schirmer con estimulacion nasal: Es de gran utilidad para
distinguir pacientes con SS de aquéllos que no lo tienen. Los
pacientes que no tienen SS presentan un considerable aumento en
la secrecion de la lagrima con la estimulacion nasal. Practicamente

no hay cambios en los pacientes con SS. Una persona joven normal
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humedece 15 mm de una tira de papel. Debido a que el hipolagrimeo
se produce con el envejecimiento, el 33% de las personas normales
de edad avanzada pueden humedecer s6lo 10 mm en 5 minutos. Las
personas con SS pueden humedecer menos de 5 mm en 5

minutos. 343

C. Medida de la osmolaridad en lagrima

Es una prueba que nos da informacion directa sobre los mecanismos
patogénicos del ojo seco y se puede hacer con instrumentos

comerciales.
D. Citologia de impresion conjuntival (CIC)

La CIC es una técnica minimamente invasiva que permite determinar
el grado de metaplasia escamosa de la superficie conjuntival. Fue

|.44

utilizada por primera vez por Egbert et a siendo modificada

posteriormente por otros autores de acuerdo con sus necesidades.

Es una técnica de diagndstico en donde se recogen células de la
superficie conjuntival por adhesion a un soporte, usualmente un filtro
de material sintético microporoso. Estas ceélulas se procesan
adheridas al soporte o una vez transferidas a un portaobjetos, en
ambos casos con la finalidad de efectuar sobre ella analisis
tincionales, histoquimicos u otro tipo de valoraciones. La CIC por
tranferencia es una nueva modalidad de CIC descrita por Minaya
Martinez F.** que incluye una recogida celular de la conjuntiva y
seguidamente utiliza un modo de transferencia a un portaobjetos.
Este método parece igualar o superar la calidad de las muestras
finales obtenidas por otros procedimientos, manteniendo a la vez
una sencillez de aplicacién y analisis suficientes para ser empleada
la técnica en cualquier circunstancia y lugar, desde un ambulatorio

hasta un centro de investigacion.*®

La CIC por trasferencia nos permite realizar un examen citologico de
las capas superficiales de células de la conjuntiva. Permite conocer
la morfologia celular y las alteraciones que en ella acontecen

durante las enfermedades de la superficie ocular. Las muestras se
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fijan, se tifilen y se estudian al microscopio, prestando una especial
atencion tanto a las células epiteliales conjuntivales, como al
namero de células mucosecretoras o células calicifo rmes (CC).
La CIC por trasferencia nos permite conocer el nimero de ambas
células, asi como al area del citoplasma y ndcleo de las células

no-secretoras , las alteraciones y tincibn citoplasmicas, las
alteraciones nucleares Yy la relacion entre las areas nucleares y

citoplasmicas (ratio N:C) de las CC.

Si bien la queratinizacion es facilmente reconocible mediante
examenes biomicroscopicos, la metaplasia escamosa , que es
fendbmeno anterior a la queratinizacion, puede ser demostrada
mediante la CIC, lo que la convierte en una prueba de gran valor
para descubrir la enfermedad en sus fases mas tempranas, antes
incluso de la aparicion de ningan sintoma ni signo clinico. Tiene un
alto valor diagnéstico y prondstico, teniendo especial interés en
patologias como el SS y en otras patologias inflamatorias, ya que
permite evaluar la efectividad del tratamiento y la evolucion de la

enfermedad.

La CIC nos permite ademas valorar el grado de metaplasia
escamosa de las células epiteliales de la conjuntiva y va paralelo a la
gravedad de la enfermedad. Cabe destacar que su aplicacion
requiere personal entrenado tanto en la toma de muestras como en

el procesamiento y evaluacion.

Los grados de metaplasia escamosa que podemos encontrar, se

presentan en la tabla [V:*°
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GRADO |AFECTACION

Conjuntiva: células caliciformes densidad >400 células/mm?, citoplasma PAS-positivo.

Células epiteliales no-secretoras area 200-300 um?, ratio N:C 1:2-1:3.

Grado 0 Coérnea: area celular 300-350 pm?, ratio N:C 1:3.

Células conjuntivales y corneales unidas, citoplasma eosinéfilo, nicleo redondo y sin
alteraciones.

Conjuntiva: células caliciformes densidad 300-400 células/mm?, citoplasma PAS-positivo.

Células epiteliales no-secretoras area 200-350 um?, ratio N:C 1:3-1:4.

Grado 1 Cornea: area celular 300-400 pm?, ratio N:C 1:4.

Células epiteliales conjuntivales y corneales unidas, pero a veces aparecen algo separadas,
citoplasma eosindfilo, nucleo normal.

Conjuntiva: células caliciformes densidad 200-300 células/mm?, citoplasma PAS-positivo.

Células epiteliales no-secretoras, area 350-500 pm?, ratio N:C 1:5.

Grado 2 Cornea: area celular 500-1000 pm?, ratio N:C 1:8.

Células conjuntivales y corneales algo separadas, citoplasma eosindfilo, ocasionalmente

binucleadas.
Conjuntiva: células caliciformes densidad 50-200 células/mm®, citoplasma débilmente PAS-
positivo.

Grado 3 Células epiteliales no-secretoras, éréea 500-900 um?, ratio N:C 1:10.
Cérnea: area celular 1000-1800 um<, ratio N:C 1:15.
Células conjuntivales y corneales frecuentemente aisladas, citoplasma metacromatico, nudcleo
alterado (binucleado, picnético o anucleado).
Conjuntiva: células caliciformes, area 10-50 células/mm?, generalmente con citoplasma PAS-
negativo.

Grado 4 Células epiteliales no-secretoras area 900-1600 pm?, ratio N:C 1:20.

Cérnea: area celular 1800-2500 pm?, ratio N:C 1:20.

Células conjuntivales y corneales aisladas, citoplasma baséfilo, débil queratinizacion, ndcleo
picnético o ausente.

Conjuntiva: células caliciformes area <10 células/mm®.

Células epiteliales no-secretoras area >1600 um?, ratio N:C 1:30.

Grado5 |Cérnea: area celular >2500 pm?, ratio N:C 1:30.

Células conjuntivales y corneales aisladas, queratinizadas, citoplasma basdfilo, nucleo litico o
ausente.
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2.4.4 TRATAMIENTO DE LA DED

Existen una serie de medidas generales para mejorar los sintomas que
causan la DED, como: evitar ambientes con humo, corrientes de aire,
ambientes secos, aire acondicionado dirigido a la cara, etc. En algunos casos,
tratar la causa de base, puede ayudar a mejorar los signos y sintomas de la
DED.

Algunos tratamientos van dirigidos a revertir o controlar la enfermedad o el
factor que esté causando la sequedad en los ojos. Otros tratamientos pueden
mejorar la calidad de las lagrimas o evitar que éstas se drenen rapidamente.

Entre ellos tenemos:
1. Higiene palpebral

En muchas ocasiones, la DED va acompafada de blefaritis, lo que
aumenta la inestabilidad de la lagrima y empeora los sintomas. La higiene
palpebral en este caso, es fundamental. Aplicando calor local sobre los 0jos,
seguido de un suave masaje en el borde del parpado con una espuma, gel o

toallita. Debe realizarse fundamentalmente por las mafanas.
2. Tratamientos con lagrimas artificiales

Las lagrimas artificiales son el pilar del tratamiento convencional de la DED.
La sola presencia del lubricante de la lagrima ayuda a resolver los pequefios
defectos epiteliales en el caso de DED leve. No obstante, las lagrimas
artificiales, por si solas, generalmente no son suficientes para promover una
adecuada reepitelizacion en el caso de DED moderada y/o grave. Por este
motivo existen en el mercado, preparados comerciales de lagrimas

enriquecidas (que incluyen componentes como FC, vitaminas o 1G).
3. Otros tratamientos topicos

Si la sintomatologia no se controla con las lagrimas artificiales, se pueden

afiadir otros colirios que han demostrado eficacia, como:

 La Ciclosporina A topica: actia como antiinflamatorio e

inmunomodulador.
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e Vitamina A topica: Es un factor esencial para el crecimiento epitelial
normal y su déficit puede provocar sequedad de la superficie ocular y

queratinizacion en los casos mas severos.

« Acidos grasos poliinsaturados:  Se ha demostrado los beneficios en
el tratamiento de la DED, tras la ingesta de acidos grasos omega-3

tipo acido docosahexaenoico (DHA).*’
» Ciclos cortos de corticoides topicos.
» Colirio de SA.
4. Otros tratamientos

Otra forma de tratamiento de la DED estd enfocado a conservar la
lagrima natural ya existente, mediante la colocacion temporal de tapones
lagrimales de silicona o gel en los conductos lagrimales, o el cierre de los

conductos lagrimales de manera permanente.

2.5 SUERO AUTOLOGO. PROPIEDADES EN EL TRATAMIENTO D E LA
DED

El efecto beneficioso de la aplicacion del SA en el tratamiento de paciente
con DED se conoce desde 1984 gracias a los trabajos de Fox et al.*® Sin
embargo, el relativo desconocimiento de su mecanismo de accion a nivel de la
superficie ocular limitdé su utilizacion en la practica clinica hasta finales de la
década de los noventa cuando, gracias a los trabajos de Tsubota et al.***°

renace el interés por este tipo de terapia.

La utilizacion del SA en Oftalmologia viene marcada por la necesidad de
encontrar sustitutos lagrimales que, ademas de humidificar, aporten otros
componentes presentes en la lagrima y que se encuentran disminuidos en

casos de sequedad ocular.®

2.5.1 DEFINICION Y PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL SA

El colirio de suero autdlogo (SA), producido por medio de la separacion de
los componentes liquidos y celulares de la sangre del paciente, posee

nutrientes biologicos de las lagrimas naturales. El colirio de SA se utiliza para el
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tratamiento de diferentes patologias del epitelio ocular, tales como: DED,
queratitis neurotrofica, defectos epiteliales persistentes y erosién corneal
recurrente entre otras. Se trata de un producto de uso individual, por lo que se
considera una formula magistral, y en nuestro pais su norma de elaboracion
esta regulada por el Real Decreto 175/2001, de 23 de febrero , por el que se
aprueban las normas de correcta elaboracion y control de calidad de férmulas
magistrales y preparados oficinales. La ley 29/2006 de 26 de Julio , los

reconoce legalmente como medicamentos.

Cada vez se conocen mas detalles sobre los mecanismos de accion del
colirio de SA en el epitelio ocular, si bien éstos aln no estan totalmente claros.
Se sabe, que contiene sustancias con efecto tréfico que van a actuar sobre la
dinamica epitelial regulando la proliferacion, migracion y diferenciacion de las
células epiteliales de la superficie ocular.®>? Incluso, en estudios in vitro con
células del epitelio conjuntival, se ha demostrado un efecto dosis dependiente
del colirio de SA sobre la expresién de mucinas.*

De estos componentes del SA, los que se consideran de mayor
importancia son el EGF, el TGF-3, la vitamina A, el PDGE, la fibronectina, la
albumina, la a2 macroglobulina, el FGF y neuropéptidos como la sustancia P,
el IGF-1 y el NGF. Ademas, el colirio de SA contiene IG, lisozima y FC que le

aportan un efecto bactericida y bacteriostatico.>*

En la tabla V se muestra una relacién comparada de las concentraciones
de los principales factores epiteliotréficos encontrados en la lagrima basal y en
el SA3!
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Lagrima SA
EGF (ng/mL) 0,3-3,0 0,5
TGF- (ng/mL) 2-10 6-33
Vitamina A (mg/mL) 0,02 46
Lisozima (mg/mL) 1,4 6

En la tabla VI se muestran algunas de las acciones mas importantes de

estas sustancias a nivel de la superficie ocular.>

Sustancias Acciones a nivel de la superficie ocular

- Favorece la proliferacién, migracion y diferenciacién de células epiteliales y fibroblastos.
- Aumenta la sintesis de fibronectina.

- Efecto antiapoptotico.

- Aumenta la produccion de mucina 1.

EGF

- Efecto regulador sobre otros FC.

- Inhibe la proliferacion celular.

- Favorece la migracion de fibroblastos y su diferenciacion a miofibroblatos. Efecto quimiotactico de
TGF-B PMN, macrofagos, etc.

- Favorece la formacién de matriz extracelular (importante efecto fibrogénico) y neovascularizacion.
- Inhibe la metaloproteinasa.

- Efecto antiinflamatorio

- Propiedades antibacterianas y antioxidantes.

Vitamina A - Mantenimiento y reparacion de las células epiteliales corneales y conjuntivales.

- Prevencién de la metaplasia escamosa.

- Regulacién de las interacciones entre células epiteliales y estroma durante los procesos de
cicatrizacion.

- Regulador de la expresion y accion de otros FC.

PDGF - Favorece la migracion y diferenciacion de fibroblastos asi como el depdsito de matriz.
extracelular. Efecto angiogénico y quimiotactico.
Fibronectina - Favorece la migracion celular en los procesos de reparacion corneal.
Albumina - Efectos antiapoptéticos.

- Protege la degradacion de citoquinas y FC.

o-macroglobulina |- Efecto anticolagenasa.

- Favorece la proliferacién de la mayoria de las células implicadas en la reparacion tisular.
- Efecto quimiotactico sobre fibroblastos.

- Favorece la sintesis y contraccién de la matriz extracelular.

- Favorece la migracion de los queratocitos.

FGF
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- Regula la accion de otros FC.

- Estimula la proliferacion y migracién del epitelio corneal.
IGF-1 - Aumenta la expresion de integrinas.

- Efecto antiapoptético.

- Efecto quimiotactico para fibroblastos.

Sustancia P - Favorece la migracion y proliferacién del epitelio corneal y queratocitos.

NGF - Favorece la proliferacién y diferenciacién de células epiteliales.
- Favorece el crecimiento de los fibroblastos y la regeneracion y crecimiento neuronal. Induce
neovascularizacion corneal.

Inmunoglobulinas | - Efecto antimicrobiano.

Lisozima - Efecto antimicrobiano.

Complemento | - Efecto antimicrobiano.

EGF: Factor de crecimiento epitelial. TGF-£: Factor de crecimiento transformante S. FC: Factor de crecimiento. PDGF:
Factor de crecimiento derivado de plaquetas. FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos. IGF-1: Factor de crecimiento
tipo insulina. NGF: Factor de crecimiento neuronal.

2.5.1.1 EGF

El EGF fue el primer factor de crecimiento identificado, siendo
descubierto en 1960. El EGF estimula una amplia variedad de tipos celulares.
Acelera los procesos de reparacion y cicatrizacion de las heridas, favoreciendo,
por un lado, la proliferacion y migracion de células epiteliales y fibroblastos v,
por otro, aumentando la sintesis de proteinas como la fibronectina y activando
la expresién de sus receptores.”®>’ Tiene también un efecto quimiotactico
sobre los fibroblastos atrayéndolos hacia la zona dafiada y estimulando la
formacién de coldgeno y matriz extracelular. EI EGF es secretado en las zonas
lesionadas por células inflamatorias como macréfagos y tiene efectos

antiapoptoéticos.>®>°

Este factor esté presente tanto en la secrecion lagrimal basal como en la
refleja, siendo su concentraciéon menor en la lagrima refleja.>® La concentracion
de EGF en la lagrima basal varia enre 1.9 y 9.7 ng/mL, mientras que en la
secrecion lagrimal refleja oscila entre 0.7 y 8.1 ng/mL.***! La concentracién de
EGF en lagrima es superior a los 0.5 ng/mL encontrados en suero,*® aunque

disminuye significativamente en casos de sequedad ocular.>
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2.5.1.2 TGF-B

El TGF-B pertenece a una superfamilia de FC que incluye también a las
proteinas morfogenéticas del hueso (BMP), activinas e inhibinas. EI TGF-§3 es
secretado por una gran variedad de células como plaquetas, células
endoteliales, linfocitos y macréfagos. Al igual que otros FC, se sintetiza a partir
de un precursor inactivo, precisando enzimas proteoliticas para su posterior

activacion.

El TGF-B tiene un efecto pleiotrépico, actuando de forma diferente, y a
veces opuesta, dependiendo del tipo de células sobre las que actue y del
entorno que las rodea. En general se considera un factor inhibidor y regulador
de la funcion de otros FC. Suele inhibir la proliferacién de células epiteliales. A
pesar de su efecto supresor sobre la proliferacion celular, su efecto global
sobre la cicatrizacion tisular es positivo.

Dado que su concentracidon en suero es casi tres veces mayor que la

encontrada en la lagrima,®*°*

conviene diluir el colirio de SA para su aplicacion
oftalmolégica con el fin de reducir su concentracion, aunque con ello
reduzcamos también la concentracibn de otros factores. Pacientes con
enfermedades inmunes o tratamiento inmunosupresores presentan una menor

concentracién de TGF-B en suero.?%®

2.5.1.3 Vitamina A

La vitamina A o retinol es una vitamina liposoluble esencial para el
organismo que, al ser incapaz de sintetizarla, ha de obtenerla de forma
exdgena a través de alimentos o suplementos nutricionales. Esta presente en
los alimentos de origen animal en forma de vitamina A preformada, mientras
que los alimentos de origen vegetal contienen precursores de la vitamina A
como los carotenos, de los que el mas importante es el betacaroteno, que

posteriormente se transforman en vitamina A en el higado o en el intestino.

A nivel ocular, los efectos de la Vitamina A son muy importantes. De
hecho, el nombre de retinol deriva de que esta vitamina genera y aporta los
pigmentos necesarios para el buen funcionamiento de la retina. La vitamina A

es necesaria para el proceso fisioldgico de la visibn. Su déficit origina
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inicialmente una disminucion de la agudeza visual en condiciones de baja
iluminacién que puede llevar a la ceguera total si el proceso continla. Su poder
antioxidante ejerce un efecto positivo en la prevencion y tratamiento de
enfermedades degenerativas como la miopia y cataratas cuando son inducidas
por déficit de vitamina A.*° En la superficie ocular los efectos de la vitamina A
se producen a distintos niveles. Por un lado, ejerce un notable efecto en la
prevencion y control de las infecciones bacterianas , parasitarias y virales
Yy, por otro, es esencial para el mantenimiento de la integridad y reparacion

de los epitelios y mucosas de la superficie ocular . La vitamina A parece
prevenir los procesos de metaplasia escamosa de los epitelios.”® Su déficit
origina la xeroftalmia , un cuadro en el que de forma progresiva aparece
sequedad ocular, metaplasia de los epitelios corneal y conjuntival,
queratinizacion (manchas de Bitot), pérdida de la transparencia corneal,

gueratomalacia y ceguera.

La vitamina A es uno de los principales factores epiteliotréficos
presentes en el SA, siendo su concentracion casi 100 veces superior a la

encontrada en la lagrima.**

2.5.1.4 PDGF

El PDGF fue uno de los primeros FC en ser caracterizado, siendo el
primero en demostrar efecto quimiotactico sobre monocitos y macrofagos. Se
considera un factor de gran importancia en la regulacion del crecimiento y
divisién celular de una amplia variedad de células al facilitar el paso a la fase

G1 del ciclo celular.®*

El PDGF potencia y acelera de forma dosis dependiente la reparacion
tisular in vivo e in vitro.®® Estudios in vitro han demostrado que este factor actia
sobre la migracion y diferenciacion de los fibroblastos acelerando el depdsito
de matriz extracelular y aumentando la produccion, resistencia y contraccion
del colageno tanto en los tejidos dafiados como en los procesos de
remodelacién en tejidos sanos.®®’® Estos efectos son mas lentos pero més

duraderos que los producidos por el TGF-[3.

EL PDGF es un potente factor quimiotactico para monocitos, macréfagos
y fibroblastos, células consideradas esenciales en los mecanismos de
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reparacion tisular.t”®® La actividad de los fibroblastos en cuanto a migracién y
formacién de matriz extracelular varia segun el estadio de la reepitalizacion,
siendo ésta maxima hacia el dia 14, cuando el epitelio presenta ya todas sus
capas, iniciandose entonces un cambio en el perfil de factores secretados con

modificaciones en la actividad de los mismos.”*

2.5.1.5 Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina dimérica presente en la matriz
extracelular. También interviene en la transducciéon de sefiales mediando en
procesos como la divisién, la diferenciacion y el crecimiento celular. La
fibronectina juega por tanto un importante papel en la adhesiéon de las células

en la matriz extracelular y a la membrana basal.”

En la superficie ocular, la fibronectina es uno de los factores mas
importantes en la fase de migracion celular durante la reparacion del epitelio
corneal tras lesiones.”*”® Su concentracién en suero sanguineo es casi 10
veces superior a la encontrada en la lagrima, aunque en pacientes con
enfermedades inmunes o tratamientos inmunosupresores esta concentracion

suele estar mas disminuida.>®>"’

2.5.1.6 Albumina

La albumina es la principal proteina de la sangre, representando casi un
55% del total de las proteinas plasmaticas. Se sintetiza en el higado y es
fundamental para el mantenimiento de la presibn oncotica entre el
compartimento intra y extravasuclar. La albumina tiene un importante papel en
el control del pH sanguineo y también como vehiculo de hormonas, acidos

grasos libres y farmacos.

A nivel ocular, la albimina ha demostrado tener efectos beneficiosos
sobre la cicatrizacion, disminuyendo la degradacion de citoquinas y FC en las

178 presentando también actividad antiapoptética.” La

zonas de lesion tisular,
albumina disponible para uso comercial como producto farmacéutico ha sido

utilizada como alternativa al colirio de SA.”
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2.5.1.7 a2 macroglobulina

La a2 macroglobulina pertenece a la familia de las globulinas, unas
proteinas solubles que representan un importante componente de la sangre y
que también incluyen a proteinas como el fibrindbgeno y las gammaglobulinas.
La a2 macroglobulina pertenece al grupo de las globulinas a-2, al que también
pertenecen la eritropoyetina y otras proteinas transportadoras como la
haptoglobina y la ceruloplasmina. Su principal funcion es neutralizar las

enzimas proteoliticas.

A nivel de la superficie ocular presenta actividad anticolagenasa, Gtil en
guemaduras oculares y Ulceras marginales como las encontradas en la

enfermedad de Mooren 8082

25.1.8 FGF

La existencia de un factor de crecimiento para fibroblastos se conoce
desde 1939 gracias a los trabajos de Trowell et al.2® aunque hasta 1984 no se
identifico la molécula del FGF acido y meses después la molécula del FGF
basico.®* Actualmente se conocen al menos 23 péptidos diferentes dentro de
esta familia, de los que el FGF acido o FGF-1 y el FGF basico o FGF-2 son los

mas importantes y mejor caracterizados.

Las distintas formas de FGF estan implicadas en multiples funciones
fisiologicas. Promueven la proliferacion celular, el aumento del indice de la
actividad mitética y la sinesis del ADN, ademas regulan los procesos de
crecimiento, diferenciacion y mantenimiento de la viabilidad y el metabolismo

de muchas células ademas de los fibroblastos.

A nivel ocular, el FGF-2 favorece la migraciéon de los queratocitos,
mientras que el FGF-1 tiene menos efectos sobre estas células del estroma

corneal 88°

2519IGF-1

El IGF-1 es un polipéptido de 70 aminoacidos y 7,7 kDa de peso
molecular que pertenece a una familia de péptidos solubles.®® Su secrecion y

accion tisular dependen de la hormona del crecimiento, por lo que sus acciones
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disminuyen con la edad. A nivel de la superficie ocular, el IGF-1 estimula la
migracion y proliferacion del epitelio corneal en un mecanismo sinérgico con la

Sustancia P.%°

2.5.1.10 Sustancia P

La sustancia P es un péptido neuroactivo de cadena corta formada por
11 aminoacidos y con un peso molecular de 1,5 kDa. Su concentracion en
suero medida por radioinmunoanalisis, es de 157+42,1 ng/mL, mientras que la
concentracion en lagrima determinada mediante ELISA es de 0,071+0,035

85,86
L,

ng/m estando estos valores elevados en pacientes con

queratoconjuntivitis vernal y alérgica.

A nivel de la superficie ocular, la sustancia P estimula la migracion del

epitelio corneal en un mecanismo sinérgico con el IGF-1.>*

2.5.1.11 NGF

El NGF fue el primer factor neurotrofico descrito. Es una proteina de 14
kDa de peso molecular, que junto con otros factores de la familia de las
neurotrofinas, son de vital importancia en el crecimiento, mantenimiento y
supervivencia de diferentes grupos neuronales, tanto durante el desarrollo

embriol6gico como en la vida adulta.®®

El NGF ha sido utilizado en el tratamiento de uUlceras corneales
secundarias a queratopatia neurotréfica al inducir la regeneracion de los
nervios estromales tras agresiones.®®®’ Por otro lado, el NGF induce la
produccion de sustancia P y del péptido relacionado con el gen de la
calcitonina que favorecen la proliferacion del epitelio corneal. Los efectos
biolégicos del NGF a nivel de la superficie ocular son mediados por receptores

especificos localizados en el epitelio corneal y conjuntival.?88°

251.121G

Las IG son un amplio grupo de proteinas solubles y de superficie celular
que representan un 20% del total de proteinas del plasma y estan implicadas
en procesos de reconocimiento y union celular. Entre los miembros de esta

familia se incluyen anticuerpos, receptores para antigenos de superficie en
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linfocitos T y B, co-receptores (CD4, CD8 y CD19), moléculas presentadoras de
antigenos como las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad,
moléculas de adhesion, FC como el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos y algunos precursores de receptores de FC como el

receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGFR-1).7%%*

El tipo de IG va a estar determinada por los diferentes tipos de cadenas
pesadas (mu, gamma, alfa, delta y epsilon) o ligeras (kappa o lambda)
presentes en su estructura, teniendo cada una de ellas funciones biologicas

distintas. Existen 5 tipos de inmunoglobulinas:

» |gG. Es la IG mas abundante en el plasma, representando el 80%
del total de las IG. Se produce en respuesta a infecciones
(bacterias, hongos o virus) y sus principales funciones son la
fijacion del complemento y la union a receptores en células

fagociticas.

= |gM. Constituye un 6% del total de IG. Es el primer tipo de IG

sintetizada en respuesta a infecciones.

» |gA. Es la IG predominante en las secreciones seromucosas del
organismo como lagrima, leche y saliva. Aunque no fija el
complemento ni tiene capacidad opsonina, la IgA tiene una gran
importancia al actuar como defensa inicial contra patdgenos
invasores, impidiendo que estos microorganismos atraviesen las

mucosas Y lleguen al plasma.

= IgE. Se encuentra en pequefias concentraciones en el plasma de
personas normales. Es la responsable de los procesos alérgicos
mediados por hipersensibilidad tipo I. La IgE esta implicada en la

respuesta inmune contra parasitos y protozoos.

» IgD. Es una IG unida a la membrana de linfocitos B, que actia
como marcador de diferenciacion. Su presencia, junto con IgM,
confiere inmunocompetencia a estos linfocitos. La IgD no se
encuentra en forma soluble en el plasma y representa menos del

1% de las IG plasmaticas.
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2.5.1.13 Lisozima

La lisozima es una enzima abundante en secreciones corporales como
saliva, lagrima y moco, pero también en otros érganos y en el plasma. Su
concentracion en lagrima es similar en hombres y mujeres, disminuyendo con
la edad, y representando entre el 20 y 40% del contenido proteico de la
lagrima. Puede actuar como opsonina, facilitando la fagocitosis de patégenos
por otras células como macrofagos o actuar directamente, en un proceso
mediado por el acido glutamico y el acido aspartico, hidrolizando enlaces
glucosidicos de la pared celular de las bacterias, sobre todo Gram+. Estos
efectos de la lisozima sobre las bacterias reducen su potencial patégeno.

2.5.1.14 Complemento

El sistema del complemento es uno de los componentes fundamentales
de la respuesta inmunitaria ante agentes infecciosos que “complementa” el
efecto de los anticuerpos en su accién destructora de microorganismos.®? El
complemento es especialmente importante frente a gérmenes Gram-, siendo

las bacterias Gram+ mas resistentes a su accion.
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2.6 EFECTOS CLINICOS DEL COLIRIO DE SA EN EL TRATAM IENTO DE
LA DED

En general el colirio de SA es muy bien tolerado por el paciente y la
mayoria de trabajos publicados refieren un mejoria en la calidad de vida,
menos molestias, mejor visibn y un mayor confort y bienestar con el
tratamiento. Estos efectos beneficiosos se producen de una forma indirecta al
mejorar la estabilidad del epitelio corneal y de la lagrima, lo que favorece una
adecuada interaccion entre los distintos elementos que integran la superficie

ocular.?® Los efectos clinicos méas importantes del colirio de SA son:

2.6.1 EFECTOS SOBRE EL EPITELIO

A nivel epitelial se producen probablemente los efectos mas importantes
del SA sobre la superficie ocular, ya que contiene abundantes factores
implicados en la proliferacion, migracion, diferenciacion y viabilidad de las
células epiteliales.® Los pacientes con sequedad ocular presentan una
disminucién de determinados componentes de la lagrima que comprometen la
integridad de la superficie ocular, observandose un anormal funcionamiento
epitelial que se traduce en la aparicion de defectos epiteliales.”® El tratamiento
con SA aporta estos factores deficitarios, incluso en una concentracion mayor
que la lagrima, restaurando la funcionalidad y dinamismo del epitelio y
favoreciendo la interrelacion entre epitelio y estroma durante la regeneracion
corneal tras agresiones. El SA favorece el crecimiento y trofismo celular, por lo
que es especialmente Gtil en el manejo de patologias que cursan con defectos
epiteliales. Los efectos beneficiosos, comienzan a notarse entre la primera y
segunda semana del tratamiento, aunque la mejoria subjetiva empieza
practicamente desde el segundo dia. Para determinar si un paciente responde
0 no de forma satisfactoria al tratamiento deben transcurrir al menos 3

semanas desde el inicio del mismo.3*%*

2.6.2 EFECTOS DEL SUERO AUTOLOGO SOBRE LAS MUCINAS
(MUC)

Las MUC son un grupo heterogéneo de glicoproteinas de alto peso
molecular que forman parte de las secreciones mucosas del organismo. Se
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conocen unos 20 tipos de MUC que se dividen en dos grupos: las MUC
transmembrana y las MUC secretoras que, a su vez, se dividen en MUC
formadores de gel y MUC solubles.

A nivel de la superficie ocular se expresan al menos nueve. Seis MUC
transmembrana (MUC1, MUC4, MUC13, MUC15, MUC16 y MUC17), dos MUC
formadoras de gel (MUC2 y MUC5AC) y una MUC soluble (MUC7).2% Las
MUC transmembrana son de menor tamafo que las formadoras de gel. Se
localizan principalmente en las membranas apicales de las células epiteliales
formando un denso glicocalix en la interfase epitelio-lagrima, aunque también
pueden encontrarse en la lagrima. Tienen un importante papel actuando como
barrera fisica a la penetracion de patégenos . Las MUC formadoras de gel
son de mayor tamafio y se localizan sobre el glicocalix epitelial, son las mas
abundantes en la capa mucinica y las responsables de las propiedades

reolégicas del moco.

De todas las MUC, las mas importantes a nivel de la superficie ocular son
la MUC1, MUC4, MUC7, MUC2 y la MUC5AC. La MUCL1 es expresada por
epitelio corneal y conjuntival, siendo similar a la encontrada en la saliva.
Dificulta la adhesiéon de los microorganismos al epitelio. La MUC4 es mas
caracteristica del epitelio conjuntival y aunque es una mucina transmembrana,
se puede encontrar en forma soluble.®”?® La MUC7 se expresa a nivel corneal,
conjuntival y en la glandula lagrimal. Al igual que las MUC transmembrana,
parece tener un papel protector frente a bacterias, hongos y otros patégenos,
estando relacionada la disminucion de expresion de MUC7 con un incremento
de la susceptibilidad a queratitis microbianas, sobre todo en portadores de
lentes de contacto.**'® |La MUC2 se encuentra a nivel conjuntival y su
expresion aumenta en casos de inflamacion. La MUCS5AC es caracteristica de
las células caliciformes, por lo que su presencia en cérnea es indicativa de

insuficiencia limbar.1%!

Numerosas enfermedades oculares presentan alteraciones en la expresion
de las MUC. Se han encontrado niveles disminuidos de MUC5AC en pacientes
con SS en relacién con una disminucién de CC en la citologia conjuntival.!?®1*
Los pacientes con DED tienen una reduccion significativ a de los niveles

de MUC1, MUC2, MUC4 y MUC5AC, mientras que los niveles de MUC7
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permanecen inalterados. Estos pacientes presentan modificaciones
estructurales en las cadenas de oligosacaridos de las mucinas, que podria
explicar un menor efecto lubricante de éstas y una alteracion de la estabilidad

de la pelicula lagrimal.

La funcién de las MUC esta determinada en parte por sus propiedades
estructurales, destacando su gran capacidad para retener agua y formar
geles viscosos que sirven para lubricar la superficie ocular . Por otro lado, la
MUC es muy importante en la estabilidad de la pelicula lag rimal al
disminuir la tension superficial de la lagrima y hacer que el epitelio corneal,
hidrofobo, quede recubierto por una capa glicoproteica de caracteristicas
hidrofilicas. Ambas propiedades facilitan el deslizamiento palpebral y la
dinamica lagrimal. El correcto funcionamiento de la capa mucinica precisa una
adecuada calidad y cantidad de mucina. La calidad depende no sélo de la
estructura y tipo de mucinas secretadas, sino también de la apropiada
hidratacion de éstas. En el ojo sano, las MUC transmembrana del glicocalix
facilitan la extension de la pelicula lagrimal. En casos de ojo seco, la
disminucién del volumen lagrimal hace que éstas estén menos hidratadas,
desarrollandose puntos de desproteccidon (puntos secos) en la superficie ocular
gue conducen a la queratinizacion y a la disminucion de expresioén de genes de
MUC en las células epiteliales.®* Por otro lado, las alteraciones de la capa
mucinica que se produce en o0jos secos mucodeficientes, o de forma
secundaria en otros tipos de ojo seco, hacen que el tratamiento con lagrimas

artificiales no humidifique de forma correcta la superficie ocular.

2.6.3 EFECTOS SOBRE LA METAPLASIA ESCAMOSA

El diagnéstico de sequedad ocular en la practica diaria se realiza mediante
datos clinicos, sin embargo, algunas pruebas como la CIC puede ayudar en el

diagndstico y seguimento de estos pacientes.

El epitelio de la superficie ocular, reacciona frente a las agresiones
mediante un proceso de metaplasia escamosa , una transicién patologica y
reversible de las células secretoras CC y epiteliales con cambios morfolégicos
que transforman un epitelio normal estratificado no queratinizado en un epitelio

queratinizado.®
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La CIC es una técnica util que se emplea en el diagndstico de distintas
alteraciones de la superficie ocular, presentando una alta sensibilidad y
especificidad.’®'% Es una técnica minimamente invasiva que nos permite
recoger y estudiar la capa mas externa del epitelio de la superficie ocular,
clasificar el grado de metaplasia y emplear técnicas histologicas,
inmunohistoquimicas o de analisis molecular.*®*

El tratamiento con colirio de SA mejora de forma significativa el grado de
metaplasia escamosa de los epitelios de la superficie ocular.?’ 3195197 | 5
vitamina A parece ser el componente del SA mas relacionado con la mejoria en
el grado de metaplasia escamosa. Las CC son muy sensibles a la accién de la
vitamina A que aumenta su numero y tamafo. El efecto beneficioso sobre las
células epiteliales viene determinado de una forma indirecta al estimular la
produccion de MUC, sobre todo la MUC5AC, y restablecer la fase mucinica de
la pelicula lagrimal mejorando la estabilidad de la lagrima y disminuyendo la
formacién de puntos secos.'® También el EGF parece mediar en la produccion
de mucinas y en la mejoria de la metaplasia escamosa que se produce en los

pacientes tratados con colirio de SA.

2.6.4 EFECTOS SOBRE LA ESTABILIDAD DE LA PELICULA
LAGRIMAL

La estabilidad de la pelicula lagrimal puede verse alterada por la presencia
de anomalias cualitativas o cuantitativas de la lagrima o por situaciones que
alteren el equilibrio de la dindmica lagrimal. Existe una marcada interrelacion
entre la pelicula lagrimal y el epitelio. Por un lado el epitelio participa
activamente en el mantenimiento de la estabilidad lagrimal. Por otro lado una
pelicula lagrimal adecuada es necesaria para la proteccion de la superficie
epitelial. La caracteristica mas importante del ojo seco es la inestabilidad
lagrimal que en la practica clinica habitual se explora mediante el test de BUT

y la observacion dindmica de la lagrima tras la instilacion de fluoresceina.

2.6.5 EFECTOS SOBRE EL TEST DE SCHIRMER Y EL TEST DE BUT

En general, el tratamiento con colirio de SA tiene pocos efectos sobre el
test de Schirmer. El test de BUT mide la estabilidad de la pelicula lagrimal, pero

es inespecifico y se altera en muchos tipos de ojo seco. La mejoria del test de
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BUT se debe al efecto directo del colirio de SA sobre el epitelio y a que su

accion sobre la producciéon de MUC mejora la estabilidad lagrimal.

2.6.6 EFECTOS BACTERICIDAS

El coliio de SA tiene un importante efecto beneficioso en la prevencion de
enfermedades infecciosas de la superficie ocular  , mejorando los sistemas de barrera'y
actuando directamente sobre los gérmenes o sobre sus mecanismos de invasion.
Ademas, el coliio de SA mejora la estabilidad y calidad de la pelicula lagrimal, y la
integridad epitelial de la superficie ocular. La pelicula lagrimal constituye una importante
limitacion a la invasion de microorganismos por un efecto de dilucién y barrido mecanico de
los gérmenes y sus toxinas.*®** Por otro lado, la integridad epitelial supone una importante
barrera defensiva frente a la infeccion por agentes patdégenos. El mantenimiento de las
caracteristicas estructurales de las células epiteliales y de sus uniones intercelulares y con
la membrana basal son de vital importancia para preservar esta funcion de barrera, hasta el
punto de que muy pocos gérmenes son capaces de causar infecciones de la superficie
ocular con un epitelio integro (sélo gonococo, meningococo, corynebacterium diphtheriae y
haemophilus especies). El resto de microorganismos precisan alteraciones de la barrera
epitelial que faciliten adherencia. Muchas bacterias expresan unas proteinas, denominadas
“adhesinas”, que se unen con alta afinidad a moléculas de la superficie celular del huésped.
La capa de mucina de la pelicula lagrimal inhibe la capacidad de muchos patogenos para
unirse al epitelio corneal, y el colirio de SA mejora la expresion de MUC por células

epiteliales de la superficie ocular.

Por otro lado, el coliio de SA, contiene abundantes componentes que actlan
directamente sobre los agentes patdgenos o sobre sus mecanismos de invasién.*? Las IG
y los factores del complemento participan en la inmunidad humoral. Las IG, sobre todo la
IgA, tiene gran importancia al actuar como defensa inicial contra patégenos impidiendo que
estos microorganismos atraviesen las mucosas, mientras que el complemento, a través del
complejo de ataque a las membranas, es el responsable de la formacion de canales
hidrofilicos en las paredes celulares que provocan la muerte osmotica del agente

patégeno. 31
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ll. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La DED es una entidad de la superficie ocular, producida por un grupo
heterogéneo de enfermedades que producen un déficit funcional de la
lagrima . Su prevalencia en la poblacién es alta (5-30%)*®y existe un alto nivel
de demanda tanto en consultas de Atencion Primaria como en consultas de

Oftalmologia derivadas de esta patologia.

Las recomendaciones para el tratamiento de la DED, segun el
Subcomité de definicidn y clasificacion de TFOS DEWS Il de la DED, se basan
en un enfoque multifactorial teniendo en cuenta las caracteristicas de la
enfermedad.****®> En la mayoria de los casos el tratamiento etiolégico no es
posible, por ello el tratamiento convencional suele ser sintoméatico, siendo la
terapia sustitutiva con lagrimas artificiales y lubricantes el tratamiento mas
frecuente. Esta terapia presenta ciertas limitaciones debido a la complejidad de
la lagrima natural. En los udltimos afios, la utilizacion del colirio de SA,
obtenido de la separacion de los componentes liquidos y celulares de la propia
sangre del paciente, ha sido un tratamiento instaurado, sobre todo en
pacientes con DED severa 0 que no responden adecuadamente a la

terapia convencional

A pesar de todos los efectos clinicos del colirio de SA descritos
anteriormente, el efecto por el cual el colirio de SA es efectivo en el tratamiento
de la DED, no queda perfectamente aclarado en la literatura. EIl mecanismo de
accion del colirio de SA , aunque no es bien conocido, se basa tanto en su
accion lubricante como en su mayor concentracion en vitaminas A y E, FC
(como EFG, TGF-, FGF, HGF), fibronectina y nutrientes que promueven el

trofismo celular del epitelio del ojo, interviniendo en su regeneracion.

La mayor parte de los estudios demuestran una mejoria de la
sintomatologia (reduccién del picor, sensacion de cuerpo extrafio, sequedad
ocular, etc). No obstante, no estd claro entre los distintos estudios los
mecanismos por los que se produce esta mejoria clinica. Hay autores que
sugieren el incremento de la humedad del ojo como la Gnica mejoria,>® y otros

autores describen la regeneracion epitelial tras el tratamiento.?***®
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Con este estado del conocimiento, se planted este estudio para investigar
como se modifica la CIC por transferencia  con el tratamiento con colirio de
SA en pacientes con DED, describir como se modifica el grado de metaplasia
escamosa, asi como conocer la modificacion de los tests de flujo y
estabilidad lagrimal (test de Schirmer y BUT respectivamente) con el

tratamiento con colirio de SA en pacientes afectos de DED.
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

El empleo del colirio de suero autdlogo en pacientes diagnosticados de
enfermedad del ojo seco modifica las caracteristicas citologicas de las células
caliciformes, asi como su capacidad mucinica. estudiada mediante citologia de
impresion conjuntival por transferencia. Por este motivo mejoran también los
sintomas clinicos, los tests de flujo y estabilidad lagrimal (tests de Schirmer y
BUT respectivamente), asi como el grado de metaplasia escamosa conjuntival

de los pacientes.
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V. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVOS PRINCIPALES
* Conocer como se modifica la citologia de impresion conjuntival por

transferencia con el tratamiento con colirio de SA en pacientes con DED.

» Estudiar la variacion en la densidad de CC conjuntivales durante el

tratamiento con SA.

e Analizar la modificacion de los tests de Schirmer y BUT tras el
tratamiento con colirio de SA.

» Evaluar la modificacion del grado de metaplasia escamosa conjuntival de
los pacientes con DED tratados con colirio de SA.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS
» Conocer las caracteristicas de los pacientes con DED del Complejo
Asistencial de Segovia.
» Ver la efectividad del uso del colirio de SA en pacientes con DED.

» Conocer las posibles reacciones o efectos adversos del colirio de SA
empleado en el tratamiento de pacientes con DED.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio prospectivo, descriptivo y analitico cuasi -experimental de los
pacientes que acudieron a la consulta de Oftalmologia, diagnosticados de DED

de cualquier etiologia, y en los que se indicé tratamiento con colirio de SA.

La Agencia Espafola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS)
clasific6 nuestro estudio titulado “Empleo del SA en el tratamiento de
pacientes con diagnodstico de DED” , como un: Estudio post-autorizacion

de seguimiento prospectivo (EPA-SP) en Marzo de 2015. (Anexo |)
El estudio consto de tres fases:

1. Estudio descriptivo de los pacientes diagnosticados de DED en el
Complejo Asistencial de Segovia, desde Enero del 2017 hasta
Diciembre 2017, en los que se indico tratamiento con colirio de SA. Se
definio la edad de los pacientes, género, clasificacion de la gravedad de
la DED y patologia asociada a la DED, si la habia.

2. Estudio comparativo : A continuacion se recogié informacion pre y
postratamiento con el colirio de SA mediante la CIC transferencia.
Cuando se establecio la indicacion del colirio de SA como tratamiento
de la DED del paciente, por parte del Oftalmélogo responsable, y previa
obtencion del consentimiento informado, se realiz6 a cada paciente una
primera CIC por transferencia , para determinar el nimero de CC
conjuntivales previo al tratamiento con colirio de SA (Citologia
Impresién 1 ). Posteriormente el investigador principal informé e
instruyo al paciente sobre el tratamiento. El paciente se administré una
gota de colirio de SA 4 veces al dia en ambos ojos durante un mes. Al
finalizar el tratamiento con colirio de SA, se realiz6 nuevamente otra
CIC por transferencia (Citologia Impresién 2 ). Las CIC siempre las
realizé el investigador principal en la regién temporal superior del ojo

derecho del paciente.
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En las CIC por transferencia se compararon las siguientes variables

obtenidas antes y después del tratamiento de la DED con SA:
= Numero de CC,
» Tamafio de CC,
= Densidad de CC,
= Tamafio del Nucleo de las CC,
= Tamafio del citoplasma de las CC,
= Densidad de CC,

A cada paciente también se le realizé un test de Schirmer y un test
de BUT antes y después del tratamiento con SA. Los resultados de

ambos tests también se compararon.

3. Estudio de correlaciéon y andlisis multivariante, de la variable
dependiente numero de CC con el resto de las variables del estudio

para intentar controlar las posibles variables de confusion.

6.2 POBLACION DIANA

Durante 1 afio se estudiaron 24 pacientes mayores de 18 afios con
diagnostico clinico de DED que acudieron a la consulta de Oftalmologia de
nuestro hospital, con indicacion de inicio de tratamiento con colirio de SA y que
accedieron a participar en el estudio (muestreo no probabilistico por
conveniencia ). El diagnéstico clinico de la DED se confirmé considerando la

sintomatologia y las pruebas de Schirmer, BUT y CIC por transferencia.

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes que de manera consecutiva
aceptaron participar en el estudio y cumplieron con los criterios de inclusién
(adultos diagnosticados de DED). A todos ellos se les explicd en detalle cada
uno de los procedimientos y los riesgos potenciales y se les pidié que firmaran
el consentimiento informado (Anexo Il). Una vez dada la indicacién de uso del
colirio de SA, por parte del Oftalmélogo, el paciente fue informado de forma oral

y escrita sobre el correcto uso y manejo de estos preparados. Se hizo especial
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énfasis en lo referente a las medidas de conservacion e higiene a la hora de
aplicar las instilaciones asi como en la manipulacién de estos productos por
otras personas (se trata de fluidos parenterales y, por tanto, pueden transmitir

enfermedades infecciosas).

Se excluyeron del estudio los pacientes en tratamiento con: esteroide
topico ocular, medicamentos andalogos de las prostaglandinas o
inmunosupresores topicos. También se excluyeron los pacientes que en ese
momento estuvieran en tratamiento sistémico con corticosteroides o
antiinflamatorios no esteroideos. También fueron excluidos del estudio
pacientes con antecedentes de infeccion activa de Hepatitis B, C, VIH vy sifilis.
Se realiz6 estudio de despistaje seroldgico para VIH, VHB, VHC v sifilis previos
al tratamiento con colirio de SA. También se excluyeron del estudio los
pacientes que presentaban suero lipémico y/o suero hemolizado después de la

centrifugacion de la muestra sanguinea.

Cada paciente fue sometido a la toma de una primera CIC por transferencia
antes de iniciar el tratamiento con colirio de SA (Citologia Impresién 1 ),
Posteriormente se sometid a los pacientes a tratamiento con colirio de SA al
20% una gota 4 veces al dia en ambos ojos durante u n mes. A los
pacientes se les suministré el medicamento en frascos goteros etiquetados.
Los pacientes se administraron el tratamiento con colirio de SA en su domicilio
tal y como habian sido instruidos por el Oftalmdlogo e Investigador Principal,
con el objetivo de minimizar la posibilidad de error en la administracion del
tratamiento. Tras completar el mes de tratamiento, se realizé una segunda CIC
por transferencia (Citologia Impresién 2 ). Finalmente, se realizd una

comparacion de las variables en el pre- y pos-tratamiento.

6.3 ESTIMACION DEL TAMANO MUESTRAL

Para el calculo del tamafio muestral se realizé un muestreo probabilistico
tomando el nimero de CC conjuntivales como la variable mas representativa
en los datos del estudio.'*’ Aceptando un riesgo a de 0,05 y un riesgo 1- de

0,8 en un contraste bilateral, se precisan 24 sujetos para detectar una
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diferencia igual o superior a 4 unidades. Se ha estimado una tasa de pérdidas

de seguimiento del 0,1%.

117

6.4 VARIABLES DE ESTUDIO

Las variables de estudio se recogieron en la Hoja de recogida de datos

(Anexo IlI) y fueron:

1. Datos de filiacion: edad (cuantitativa, afios); género del paciente

(dicotémica, 1=vardn, 2=mujer), etiologia del ojo seco (policotbmica);

clasificacion clinica de la DED* (cualitativa ordinal, 1=leve,

2=moderada, 3=severa, 4=grave).

2. CIC por trasferencia: se determinaron las siguientes variables:

a.
b.
C.

NGmero de CC (cuantitativa, células/mm?).

Tamafio de las CC (cuantitativa, um):

Densidad de las CC (cuantitativa): se obtuvo como el cociente
entre el numero de CC presentes en 1000 células epiteliales a
40X con rejilla calibrada y dividiendo en 100.1*®

Tamafio del nucleo de las CC (cuantitativa, pum).

Tamafio del citoplasma de las CC (cuantitativa, pum).

Relacion ndcleo/citoplasma (cuantitativa), calculada como el
cociente del tamafio del nucleo de las CC en el numerador
(um), entre el tamafio del citoplasma (um) en el denominador.
Grado de metaplasia escamosa, (cualitativa ordinal, de grado
0 a grado 5).%

3. Tests diagndsticos de la DED

a.

b.

Test de Schirmer sin anestesia (cuantitativa, milimetros). Valor

normal > 10 mm.

Test de BUT (cuantitativa, segundos). Valor normal > 10

segundos.
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6.5 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

De cada paciente se tomaron muestras de CIC por transferencia de entre
5x5 y 5x8 mm? de la conjuntiva bulbar temporal superior del ojo derecho

(imaginando el ojo como la esfera de un reloj, la toma se recogi6 a las 11).

En todos los casos se escogid la conjuntiva bulbar superior por varios

motivos:

= Es una de las zonas de mas facil acceso , por lo que resulta mas
sencillo obtener tomas de buena calidad con las minimas molestias, y es

mayor comodidad para el paciente.**

= Se trata de una parte de la conjuntiva que no se expone habitualmente
al aire, por lo que podemos suponer que no presenta cambios debidos
a la exposicion (como podria ocurrir en conjuntiva interpalpebral). El
hecho de estar siempre cubierta y protegida por el parpado superior
hace también que después de la toma esa area de conjuntiva quede

“guardada” y su recuperacion sea rapida y facil .*2%'#

= Es la conjuntiva bulbar superior la reconocida como de mayor
constancia en la celularidad vy densidad de CC , cosa que facilita los
estudios comparativos entre sujetos, elemento clave en el presente

estudio.*?!

= Finalmente, la conjuntiva bulbar superior parece ser la zona en la que la
metaplasia escamosa se manifiesta mas netamente .'?2!?* Ademas,
en enfermedades oculares tipo DED, en las que la metaplasia escamosa
es una manifestacion importante, la conjuntiva bulbar superior se afecta

antes y mas intensamente que otras areas.'*

6.5.1 RECOGIDA DE LAS MUESTRAS DE CONJUNTIVA

Las muestras de la conjuntiva se obtuvieron segun la técnica de CIC por
transferencia descrita por Minaya Martinez F.** Para la obtencién de las

muestras se utilizaron los siguientes materiales:
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1. Tira de Filtro de acetato de celulosa Millipore tipo GVWP
(Millipore, Bedford, MA, USA), de 0,22 micras de tamafio de poro.

2. Portaobjetos  convencionales, sin recubrimiento, con area
esmerilada para anotaciones, de 76x26mm (Hirschmann
Laborgerate, Germany).

3. Acetona pura de laboratorio

4. Vaso de vidrio de laboratorio  para fijacion, con capacidad para

4 portaobjetos.

La CIC por transferencia se realizé segun los siguientes pasos:

1. Sujetamos la tira de filtro, con los dedos, por el extremo opuesto
al que ha de tocar la conjuntiva, asegurandonos de que la cara

mate estuviera hacia el paciente.

2. Levantando suavemente el parpado superior del paciente a
estudiar, le pedimos que mire hacia abajo, colocando el otro
extremo de la tira de filtro sobre la conjuntiva y con el dedo
presionamos muy ligeramente contra ella, procurando no tocar las
pestafias (desencadenan reflejo palpebral y obligan a repetir la

toma si el cierre es fuerte) (figura 6).

3. Dejamos uno o dos segundos Yy luego tiramos de él, teniendo la
sensacion de “llevarse” algo de la superficie (es lo que realmente

sucede que se queda pegado a la tira).

4. Una vez despegado el filtro de la conjuntiva, inmediatamente lo
ponemos sobre el portaobjetos y presionamos con la yema del
dedo el extremo que estuvo en contacto con la conjuntiva,
teniendo cuidado de no desplazar la tira en el plano del

portaobjetos.

5. Con el dedo indice de la mano que sujeta la tira, presionamos
firmemente el extremo sin muestra contra el vidrio y retiramos el

dedo del otro extremo lateralmente, para no levantar con él la tira.
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6.

10.

Enseguida, tocamos el extremo del filtro de la muestra (que esta
aun entre la tira y el portaobjetos) con la punta del gotero del
recipiente en el que guardamos la acetona pura. Lo hicimos asi,
porque si depositamos una gota entera, ésta tarda mas en
evaporarse y eso puede limitar la calidad de la muestra. Tocando
tan solo con el gotero, se impregna Unicamente el area de interés
(figura 7).

. Sin dejar pasar tiempo, soplamos para acelerar la evaporacion de

la acetona, de por si rapida por tratarse de una sustancia volatil
hasta que el filtro se seca en toda su area, excepto en la de
interés, ligeramente humeda.

. Luego, soplamos tangencialmente desde el extremo del

portaobjetos opuesto al de la muestra, viendo como se levantaba
la parte libre del filtro (figura 8). En ese momento, soplamos un
poco mas y la tira de filtro se despega del portaobjetos, dejando la

muestra conjuntival sobre éste (figura 9).

. En cuanto eso ha ocurrido, depositamos una gota de acetona

sobre la muestra para un fijado rapido.

Luego la depositamos en el vaso de vidrio con acetona, para
posteriormente hacer la tincidbn con la técnica estandarizada de
PAS-hematoxilina, del Servicio de Anatomia Patolégica de

nuestro hospital (figura 10).

Figura 6.

Figura 7. Figura 8.
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Figura 9. Figura 10. Figura 11.

Figuras 6-11. Pasos para la realizacion de la CIC por trasferencia. Reproducidas
con permiso de Minaya Martinez F.*

El examen microscopico se realiz6 a 4X, 10X y 40X, para determinar la
morfologia de las células epiteliales, relacion N:C, cromatina y distribucion
de las CC (figura 11). La determinacion cuantitativa del nimero de CC

se hizo con una rejilla calibrada directamente con conteo manual de
10 campos al azar a 40X. '* Se obtuvo el promedio de los campos
contados y se multiplicé por 40 para obtener niimero de CC/mm?.

La densidad de las CC se obtuvo contando el nimero de CC presentes en

1000 células epiteliales a 40X con rejilla calibrada y dividiendo en 100.*%

6.6 EXTRACCION DE LA SANGRE, OBTENCION DEL SUERO Y
PREPARACION DEL COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO

La sangre fue extraida en la propia consulta de Oftalmologia mediante
venopuncién con tubos de extraccion de vacio con gel y sin anticoagulante
(Vacutainer”) (figura 12). Se extrajeron entre 30 y 40 mL de sangre que se
repartieron en 3-4 tubos (figura 13). Posteriormente se dejaron los tubos en una
rejilla en posicion vertical a 22°C, hasta que fueron llevados al Banco de
Sangre. El tiempo transcurrido fue de mas o menos 30 minutos (figura 14).
Estos tubos se etiquetaron con los datos del paciente, su nombre y nimero de
historia clinica, adjuntando a ellos la referencia de que se trataba de suero
sanguineo para la preparacion de colirio de SA.

Una vez las muestras en el Banco de Sangre, los tubos se centrifugaron
para separar el suero del resto de elementos formes. Centrifugamos a 3.000
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r.p.m. durante 10 minutos y a 22 grados de temperatura (figuras 15y 16). Con
esta centrifugacion obtuvimos aproximadamente 5 mL de suero por cada 10 mL
de sangre, sin lisis de los elementos celulares (figura 17). Posteriormente, en el
Servicio de Farmacia se procedié a la decantacién del suero del resto de
elementos formes de la sangre para la preparacion del colirio de SA. Esta se
realizd en condiciones asépticas, con ropa apropiada por parte del personal, en
una sala aislada y acondicionada con una campana de flujo laminar para este
fin (figura 18). Con el fin de evitar riesgos de contaminacion cruzada, la
elaboracion del colirio de SA se realizé de forma individualizada (Anexo 1V).
Todo el material utilizado para la preparacion del colirio de SA fue estéril y se

desecho al finalizar del proceso.

Partimos de 10 mL de suero del propio paciente (figuras 17-19), que posteriormente se
diluyeron con 40 mL de suero fisiolégico al 0,9%, obteniendo un volumen total de 50 mL de
suero diluido, con una concentracion final del 20% (figuras 22-24). A continuacion se
repartieron los 50 mL en frascos estériles, especiales para colirio con un volumen de 5 mL
en cada frasco (figuras 25-29). Cada frasco fue etiquetado con un cédigo de barras,
nimero de lote, fecha de caducidad, nombre y apellidos del paciente y fecha de
elaboracion y posteriormente introducido en una bolsa con autocierre. Todos los colirios de
SA se introdujeron finalmente en una bolsa que posteriormente fue sellada (figuras 30-34).
Para realizar el control microbiolégico del colirio de SA, se separd 1 mL de SA para enviar
al laboratorio de Microbiologia.

Todos estos datos mencionados anteriormente quedaron anotados en el Libro de

Registro de Farmacia, quedando asi garantizada la trazabilidad del producto (Anexo V).

Figura 12. Figura 13.
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Figura 14. Figura 15.

Prog: 01 Nombre:
Rotor: RT191 Adap:
T.Cent: Dh10mO0s

RPM:  3.000 FCR:
Acel: | T6s Degel;
Temp.: 22 °G

Figura 18. Figura 19.
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Figura 20. Figura 21.

- i
Figura 23.

Figura 24. Figura 25.
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Figura 27.

Figura 26.

Figura 29.

Figura 28.

Figura 31.

Figura 30.
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Figura 32 Figura 33.

Figura 34.

Figuras 12-34. Diferentes momentos del proceso de realizacién del colirio de
SA en el Complejo Asistencial de Segovia.

6.7 DISPENSACION Y POSOLOGIA

El colirio de SA, adecuadamente identificado, se entregé al paciente. Se le
insisti6 de nuevo en la importancia del uso correcto y manejo de estos
preparados, sobre todo en lo referente a las medidas de conservacion e higiene
a la aplicacion de las instilaciones, asi como a la manipulacion de estos
preparados por otras personas. Se insistié en la importancia de que el colirio en
uso estuviese en nevera a 4°C y el resto, almacenado en el congelador a —
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20°C hasta que fueran utilizados. Le indicamos que se aplicara 1 gota en cada

ojo cada 6 horas (4 veces al dia) durante 1 mes consecutivo. Cada frasco

tenia una semana de duracion. Ademas, se instruyé y aconsejo al paciente

para que desechara los frascos una vez ya utilizados, en un contenedor de

material biolégico (Anexo VI).

En la tabla VII, se resume el protocolo de

almacenamiento del colirio de SA que se siguio:

preparacion, dispensacion y

TABLA VII. Protoloco de elaboracion, dispensacion y posologia del colirio

de SA en el Complejo Asistencial de Segovia.

Consentimiento informado

Excluidos: Pacientes con
antecedentes o serologia
positiva para VIH, VHC,
VHB vy Sifilis. Suero lipémico
y/o hemolizado

Venopuncién: 30-40 mL de sangre sin anticoagulante

Coagulacién: +/-30 minutos a
22°C .

Centrifugaciéon: 3000 rpm/10 minutos/22°C

Dilucion: 20% con 40 mL de suero
fisiologico 0.9%

+/-50 mL, repartidos en 8-12 envases (5 mL)

Conservacion: envase en uso en la nevera a 4°C
durante 7 dias maximo, resto almacenados en el
conaelador a —ZQ°C. maximo 3 meses

Posologia: 1 gota/6 horas
Desechar envase tras 7 dias.

O Hematologia

. Farmacia
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos de las distintas variables y para el procesamiento
de los mismos se realizd una base de datos utilizando el programa Microsoft
Excel 2013 para Windows , recogiéndose las variables cuantitativas con su
valor y asignando a las variables cualitativas un valor numérico que nos

permitiera su posterior analisis estadistico.

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el paquete estadistico

SPSS v15.0. Se emplearon las siguientes herramientas estadisticas:

1. En la Fase descriptiva de las variables cuantitativas se utilizaron los
principales parametros de centralizacion, dispersion y posicion (media,
desviacion estandar y rango). Para las variables cualitativas se utilizd
el analisis de frecuencia, porcentajes y los limites de confianza del

porcentaje.

2. En la Fase comparativa se compararon las variables del estudio antes y
después del tratamiento con colirio de SA. Las herramientas

estadisticas empleadas en esta fase comparativa fueron:

a. La comparacion de variables cualitativas se realiz6 mediante
tablas de contingencia y el calculo de la prueba de Chi
Cuadrado. Se empeo el Test exacto de Fisher si en la tabla

de contingencia alguna frecuencia observada era inferior a 5.

b. El andlisis comparativo de las variables cuantitativas, dado
el tamafo muestral y tratarse de muestras apareadas, se
realizd mediante la Prueba de la Suma de Rangos de

Wilconxon (estadistica no paramétrica).

3. Finalmente, en la Fase de correlacion y andlisis multivariante se

realizo:

a. Una primera fase de correlacion que nos permitié explorar las
correlaciones que habia entre dos variables cuantitativas entre

si. Para ello empleamos los Coeficientes de Correlacion de
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Pearson (r) para estadistica paramétrica y Spearman (rho)

para no paramétrica.

El coeficiente de correlacion de Spearman (Rho) intenta
identificar el grado de correlacién entre 2 variables cuantitativas:

* Puede ser POSITIVO si a medida que aumenta una variable, la
otra también lo hace.

* Puede ser NEGATIVO si a medida que aumenta una variable, la
otra disminuye.

* Su resultado puede oscilar entre -1 y +1, cuanto mas se acerque
el resultado a 0, indica que el grado de correlacion es nulo o
inexistente, y mientras mas se acerque el resultado a los
extremos (-1 o +1), indica que el grado de correlacibn es mas
fuerte.

« Existen diferentes puntos de corte para interpretar el resultado.

Entre los mas frecuentes se encuentran:

Escala 1 Escala 2
Rho Perfecta =1 Rho Escasa o nula =0 - 0,25
Rho Excelente = 0.90 — 0.99 Rho Débil = 0,26 - 0,50
Rho Buena = 0.80 — 0.89 Rho entre moderada

y fuerte = 0,51 - 0,75

Rho entre fuerte y
perfecta 5= 0,76 - 1,00

Rho Regular = 0.50 - 0.79
Rho Mala < 0.50

Por altimo, el grado de correlacién entre 2 variables cuantitativas, se
acomparfa siempre de un valor de P, que representa su significacion

estadistica.

b. Una segunda fase de ANALISIS MULTIVARIANTE. En ella
realizamos un analisis con muchas variables al mismo tiempo
(no solo 2). En funcion del tipo de la variable principal del
estudio, nimero de CC, (variable cuantitativa discreta), la

65



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL 0JO SECO MATERIAL Y METODOS

mejor eleccion de tipo de analisis serd una Regresion Lineal

Multiple , en donde compararemos las modificaciones del
namero de CC, antes y después del tratamiento con colirio de
SA, ajustado por todas las demas covariables del modelo. Uno
de los parametros estadisticos que nos arrojara la Regresion
Lineal Multiples es el R-squared (R ?), que efectivamente es la
proporcion de variabilidad de la variable dependiente,

explicada por la variabilidad en la variable independiente.

Para todo el analisis estadistico se consider6 que existian diferencias
estadisticamente significativas cuando habia un nivel de significacion de 95%
(p<0,05).

6.9 CONSIDERACIONES ETICAS Y CONFIDENCIALIDAD DE DA TOS

El estudio fue aprobado por el Comité de FEtica de Investigaciones
Cientificas del Complejo Asistencial de Segovia en Marzo de 2015 (Acta
07/2015).

El consentimiento informado (Anexo Il) se solicitd por escrito respetando
los términos de la Declaracion de Helsinki. Todos los datos incluidos en la base
de datos fueron anonimizados, no pudiendo en ningun caso identificar directa o
indirectamente un sujeto individualmente. La base de datos permanece bajo
claves de seguridad y solo accesible a los investigadores. Ademas, el estudio
cumple con la normativa internacional de proteccion de datos y la legislacion
espafola vigente (Ley Orgéanica 3/2018, de 5 de diciembre, de Protecci 6n

de Datos Personales y garantia de los derechos digi  tales LOPDGDD).
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VII. RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DEL ANALISIS DESCRIPTIVO

7.1.1 GENERO

En la figura 35 aparece la distribucion de los pacientes segun su género.

De los 24 pacientes incluidos en el estudio, 23 eran mujeres y 1 era varon.

Frecuencia Porcentaje
Sexo Hombres 1 4,2
Mujeres 23 95,8
Total 24 100
4,2%

OHombres
H Mujeres

Figura 35. Distribucion de los pacientes segun el género.
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7.1.2 EDAD

El valor medio de la edad de la poblaciéon de nuestro estudio fue de 53,8
+12,6 afios. El paciente mas joven tenia 29 afios y el mayor 72 afios. En la
figura 36 aparece el analisis descriptivo mediante histograma de la variable
edad.

Edad (afos) Error tip.
Media 53,8 0,472
Mediana 54
Desviacion tipica 12,6
Minimo 29
Maximo 72
Rango 43

Media =53,79
Desviacion tipica =12 615

Frecuencia

edad

Figura 36. Histograma de la distribucion de la edad de los pacientes.
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7.1.3 CLASIFICACION DE LA GRAVEDAD DE LA DED

RESULTADOS

El 41,7% de los pacientes del estudio presentaron una DED moderada.
El 25% presentd una DED grave y el 33,3% restante presenté una DED
leve. En la siguiente figura puede verse la distribucion de la clasificacion

clinica de la DED de los pacientes del

estudio.

Frecuencia Porcentaje
Clasificacion Leve 8 33,3
clinica
Moderado 10 41,7
Grave 6 25
Total 24 100

OLeve
B Moderado
O Grave

Figura 37. Clasificacion clinica de la DED de los pacientes del estudio.
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7.1.4 PATOLOGIA ASOCIADA

El 21% (n=5) de los pacientes del estudio estaban diagnosticados de
artritis reumatoide (AR). El 29% (n=7) de los pacientes presentaba dolores
articulares, pero no estaban etiquetados de ninguna patologia reumatica. El
50% restante (n=12) de los pacientes del estudio no presentd ninguna
patologia asociada a su DED.

Frecuencia Porcentaje

Patologia Artritis 5 21

reumatoide

(AR)

Dolores 7 29

articulares

Ninguna 12 50

Total 24 100

§ 50% B AR
T B DOLOR ART
e
< 1 O NINGUNA

Figura 38. Patologia asociada a la DED de los pacientes del estudio.
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7.2 RESULTADOS DEL ANALSIS COMPARATIVO

7.21 COMPARACION DE MEDIAS DE LAS VARIABLES
CUANTITATIVAS

En la tabla Xll se presenta el analisis comparativo de las variables
cuantitativas obtenidas mediante CIC por transferencia antes y después del
tratamiento de la DED con el colirio de SA (numero de CC, tamafio de las CC,
densidad de CC, tamafio del nucleo de las CC, tamafio del citoplasma y

relacion nucleo/citoplasma).

Tabla Xll. Comparacion de las principales variables de interés, obtenidas en la
citologia de impresion, antes y después del tratami  ento.

VARIABLE PRETRATAMIETTO POSTRATAMIENTO DIFERENCIA VALOR
Media (DE) Media (DE) P

Numero de CC © 202,3 (107,5) 210,1 (100,9) -6,2 <0,01
Tamafio de CC (um) 245 (3,3) 30,8 (3,7) -6,3 <0,001
Densidad de CC 2,39 (0,91) 2,59 (0,72) -0,2 <0,05
Tamafio ndcleo CC (um) 6,91 (1,69) 7,71 (2,33) -0,8 <0,01
Tamafio citoplasma CC (um) 26,29 (4,52) 26,62 (4,40) -0,33 >0.05
Relacion N/C cC ° 0,27 (0,08) 0,29 (0,1) -0,02 <0,01

A Desviacion Estandar. ® Valor de P calculado mediante la Prueba de la Suma de Rangos de
Wilcoxon. C. Células Calificormes. PRelacién Nucleo / Citoplasma Células Caliciformes

En la figuras 39-44 se representan en grafico de barras la variacion del
namero de CC y el tamafio de las CC respectivamente, antes y después del
tratamiento con colirio de SA También se presenta en diagrama box-plot la
variacion en el promedio del nimero de CC y tamafio del nucleo de CC
respectivamente. En los tres casos se encontraron diferencias estadisticamente

significativas antes y después del tratamiento con el colirio de SA.
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400
W Antes SA
350
Después SA
300
250 -
200 -
150 A
100 -
50 -
0 p
5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Paciente
Figura 39. Variacion del numero de células caliciformes antesy
después del tratamiento con suero autélogo
Numero de Celulas Caliciformes
400
377 374
350
e P<0.01

250

200

150

100

50

—12

B pretratamiento Ml Postratamiento

Figura 40. Variacion en la media de Células Caliciformes antes y después

del tratamiento con suero autélogo.
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Tamafio de CC (micras)

40

H Antes SA

H Después SA

Paciente

Figura 41. Variacion del tamafio de las células caliciformes antes y

después del tratamiento con suero autologo

RESULTADOS

35

30

25

20

15 |—

10

Tamarno de Células Caliciformes

29 _

18

B Pretratamiento B Postratamiento

Figura 42. Comparacion del tamafio de células caliciformes
antes y después del tratamiento con suero autdlogo.
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B Antes SA

=
Y
!

BDespués SA

=
(%)

=
o
)

o]

Tamaiio del nticleo de CC (micras)

Paciente

Figura 43. Variacién del tamano del nucleo de las células caliciformes
antes y después del tratamiento con suero autélogo

Tamano del Nucleo de Células Caliciformes

13
1z L

i}

B Pretratamiento B Postratamiento

Figura 44. Comparacion del tamafio del nucleo de células
caliciformes antes y después del tratamiento con suero autélogo.
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La figura 45 muestra los cambios histologicos en la CIC por trasferencia en
algunos de los pacientes del estudio antes y después del tratamiento con colirio
de SA.

ANTES DEL TRATAMIENTO DESPUES DEL TRATAMIENTO
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—>> Células Caliciformes

Figura 45. Cambios histologicos en la Citologia de Impresion Conjuntival por
trasferencia en algunos pacientes del estudio antes y después del tratamiento
con colirio de SA.

1



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL OJO SECO RESULTADOS

Al dividir la poblacién en 4 cuartiles de acuerdo con el nimero basal de
CC obtenidos en la CIC por transferencia antes del tratamiento con colirio de
SA, se observo que el incremento de la media de CC fue significativamente
mayor en aquellos pacientes con un menor nimero basal de CC (aumento de
18,1 + 15 células en los pacientes del cuartil 1 vs. 1,8 + 4,5 en los del cuartil 4;
p = 0.017) (Figura 46).

[
20,00 —
—_—
8
E
:
15,004 _
g p=0,035 p=0,009 p=0,017
@
o
]
()
(W]
@
=
2 10,004
E
g 18,17
g
£
]
-]
]
E 5,00
8,14
2,33 1 80
,00 T T T T
Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4

(<121 células) (121-232 células) (233-262 células) (»262 células)
Numero de CC basales (cuartiles)
CC: células caliciformes conjuntivales

Figura 46. Variacion en la media del numero de células caliciformes tras el
tratamiento con suero autdlogo segun el numero basal de células caliciformes
obtenidos por citologia de impresion conjuntival por trasferencia.

A continuacion se presentan las tablas de contingencia de las variables
cuantitativas Test de Schirmer y Test de BUT antes y después del tratamiento

con colirio de SA.
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Tabla XIIl. Comparacion de los Tests de Schirmery  de BUT, antes y después del

tratamiento con suero autologo.

PRE- POST-
VARIABLE TRATAMIENTO TRATAMIENTO DIFERENCIA pB
Media (SD) * Media (SD)
Test Schirmer (milimetros) 5,29 (2,49) 6,62 (2,42) 1,33 <0,001
Test BUT (segundos) 10,87 (2,07) 12,45 (2,06) 1,58 <0,01

A Desviacion Estandar. ®P calculada segln la prueba de la Suma de Rangos de Wilcoxon. BUT:
Test de Tiempo de Ruptura Lagrimal.

7.2.2 COMPARACION DE PORCENTAJES DE LAS VARIABLES
CUALITATIVAS

Con respecto al grado de metaplasia obtenido en la CIC por
transferencia antes y despues del tratamiento con colirio de SA, el 16,7% de los
pacientes presentaba una metaplasia de grado 4 (n=4); el 25% una metaplasia
de grado 3 (n=6); el 41,7% una metaplasia de grado 2 (n=10) y el 16,7% una
metaplasia de grado 1 (n=4) respectivamente antes del tratamiento. Después
del tratamiento, en 7 pacientes (29.2%) el grado de metaplasia bajo en un nivel.
Los 4 pacientes con metaplasia de grado 4 pasaron al grado 3 (p<0,001). Tres
de los 6 pacientes con metaplasia de grado 3 pasaron al grado 2. En total, 7 de
los 10 pacientes con metaplasia de grado 3 0 4 mejoraron su grado de

metaplasia en un nivel (Tabla XIV).
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PRE- POST-

VARIABLE TRATAMIENTO TRATAMIENTO DIFERENCIA V:;_GE
n (%) n (%)
Metaplasia
Grado IV 4(16,7) 0(0) -4 <0,001
Grado Il 6 (25) 7 (29,15) +1 >0,05
Grado Il 10 (41,7) 10 (41,7) 0 >0,01
Grado | 4(16,7) 7 (29,15) +3 >0.05

Los valores se expresan en nimero de casos y porcentaje. A Valor de P calculada mediante el
Test Exacto de Fisher.

7.3 RESULTADOS DEL ANALISIS DE CORRELACION

En la tabla XV se muestran las correlaciones entre todas las variables
cuantitativas del estudio comparativo, antes y después del tratamiento con

colirio de SA.

En la figura 47 se muestra el diagrama de puntos entre la correlacién de la
variable principal (numero de CC) y las demas covariables del estudio

respectivamente.
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Correlaciones

N CITOPLA | TAMANON | TAMANON | TAMANO | TAMANO | RELACIO | RELACIO
TAMANOCC2 | DENSIDAD2 | DENSIDAD1 SMA1 UCLEO1 UCLEO2 CITO1 CITO2 NNC1 NNC2 NUMEROCC1 | NUMEROCC2
TAMANOCC2 Correlacion de Pearson 1 -,030 -,045 -,166 ,185 1260 176 174 ,005 126 -,148 -,170
Sig. (bilateral) 888 836 439 ,387 219 411 416 ,982 557 490 428
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
DENSIDAD2 Correlacién de Pearson -,030 1 ,883*¥ 351 -,338 -,429*% 5574 ,506* -,570*} -,597*4 ,514* A48T+
Sig. (bilateral) 888 ,000 ,093 ,106 ,037 ,005 012 ,004 ,002 ,010 ,016
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
DENSIDAD1 Correlacién de Pearson -,045 ,883*4 1 245 -,481* -,555*4 ,719%4 ,639*4 -,819*4 -,813*} ,689*4 ,659*4
Sig. (bilateral) 836 ,000 249 017 ,005 ,000 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
CITOPLASMAL1 Correlacién de Pearson -,166 351 245 1 -,038 -111 011 ,006 -,017 -,073 ,450* 464+
Sig. (bilateral) 439 ,093 ,249 ,861 ,606 ,960 ,978 ,935 ,735 ,027 ,022
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
TAMANONUCLEO1  Correlacion de Pearson ,185 -,338 -,481* -,038 1 ,920%4 -,025 ,048 [ T42% ,736* -,331 -,356
Sig. (bilateral) ,387 ,106 ,017 ,861 ,000 ,907 823 ,000 ,000 115 ,088
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
TAMANONUCLEO2  Correlacion de Pearson 1260 -, 429* -, 555%4 111 ,920% 1 -,058 ,035 ,706* ,813* -,387 -, 412*
Sig. (bilateral) 219 ,037 ,005 ,606 ,000 ,789 ,869 ,000 ,000 ,062 ,046
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
TAMANOCITO1 Correlacién de Pearson 176 557*4 ,719% 011 -,025 -,058 1 ,968*4 -,676*4 -,594*4 469* ,398
Sig. (bilateral) 411 ,005 ,000 ,960 ,907 ,789 ,000 ,000 ,002 ,021 ,054
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
TAMANOCITO2 Correlacién de Pearson 174 ,506* ,639%4 ,006 ,048 ,035 ,968*4 1 -,592*4 -,531*4 ,357 ,285
Sig. (bilateral) 416 012 ,001 978 823 869 ,000 ,002 ,008 ,087 177
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
RELACIONNC1 Correlacién de Pearson ,005 -,570% -,819%4 -,017 742 ,706*4 -,676*4 -,592*4 1 ,935*4 -,584*4 -,554*4
Sig. (bilateral) ,982 ,004 ,000 ,935 ,000 ,000 ,000 ,002 ,000 ,003 ,005
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
RELACIONNC2 Correlacién de Pearson 126 -,597*4 -,813*4 -,073 ,736* ,813*4 -,594*4 -,531*4 ,935*4 1 -,564*4 -,546*4
Sig. (bilateral) 557 ,002 ,000 735 ,000 ,000 ,002 ,008 ,000 ,004 ,006
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
NUMEROCC1 Correlacién de Pearson -,148 514* ,689*¥ ,450* -,331 -,387 469* 357 -,584*4 -,564*} 1 ,995*4
Sig. (bilateral) ,490 ,010 ,000 ,027 115 ,062 ,021 ,087 ,003 ,004 ,000
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
NUMEROCC2 Correlacién de Pearson -,170 A8T7* ,659%4 464* -,356 -,412% ,398 ,285 -,554*4 -,546*4 ,995*+ 1
Sig. (bilateral) 428 ,016 ,000 ,022 ,088 ,046 ,054 177 ,005 ,006 ,000
N 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Tabla XV. Correlaciones de las variables cuantitativas de las células caliciformes antes y después del tratamiento con SA.
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Figura 47. Correlacion entre la variable principal (NUmero de CC) y demas covariables.
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Figura 47. Continuaciéon. Correlacion entre la variable principal (Namero de CC) y demas covariables
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De los 15 diagramas de puntos obtenidos previamente podriamos concluir
(tabla XVI):

El grado de asociacién entre el numero y el tamafio de las CC en la
fase pretratamiento es significativo (Rho=0.893; p<0.0001), pero dicha
asociacion se pierde por completo en la fase postratamiento (Rho=-
0.175; p>0.05). En un escenario general (analizando los datos pre y
postratamiento), la asociacion entre el nimero y el tamafio de las
CC es débil pero significativo  (Rho=0.297, p<0.05).

El grado de asociacion entre el nimero y la densidad de las CC en la
fase pretratamiento es significativo (Rho=0.637; p<0.01), pero dicha
asociacion se pierde por completo en la fase postratamiento (Rho=-
0.387; p>0.05). En un escenario general (analizando los datos pre y
postratamiento), la asociacion entre el numero y la densidad de las
CC es débil pero significativa (Rho=0.524, p<0.0001).

El grado de asociacion entre el numero de CC y el tamafio del nucleo
de las CC en la fase pretratamiento es no significativo (Rho=-0.389;
p>0.05), no significativa en la fase postratamiento (Rho=-0.490;
p>0.05). En un escenario general (analizando los datos pre y
postratamiento), la asociacion entre el niamero y el tamafio del

nacleo de las CC es débil pero significativa  (Rho=-0.425, p<0.01).

El grado de asociacion entre el numero y el tamafio del citoplasma de
las CC en la fase pretratamiento es no significativo (Rho=0.346;
p>0.05), no significativo en la fase postratamiento (Rho=-0.141;
p>0.05). En un escenario general (analizando los datos pre y
postratamiento), la asociacion entre el niamero y el tamafio del

citoplasma de las CC es no significativa  (Rho=0.251, p>0.05).

El grado de asociacion entre el niumero y la relaciéon N/C de las CC en
la fase pretratamiento es moderado y significativo (Rho=-0.538;
p<0.0001), dicha asociacion es moderada y significativa en la fase
postratamiento (Rho=-0.538; p<0.01). En un escenario general

(analizando los datos pre y postratamiento), la asociacion entre el
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namero y la relacion N/C de las CC es moderada y si
(Rho=-0.513, p<0.0001).

gnificativa

El principal objetivo de identificar el grado de asociaciéon que puede
haber entre variables cuantitativas, es perfilar las variables que pueden

tener importancia (significacion estadistica) en el andlisis multivariante.

Tabla XVI. Correlacion entre la variable principal
tratamiento y el resto de variables obtenidas en la

transferencia después del tratamiento con colirio d e suero autdlogo.

nimero de células caliciformes antes del
citologia de impresién conjuntival por

VARIABLES POST-TRATAMIENTO

Tamafio del Tamafio del
\F{QEARBAL'I'EEMIENTO Numero Densidad nuicleo CC citoplasma Relacién
de CC de CC (um) de CC (um) N/C CC
. 0,995 0,514 -0,564
Numero de CC p<0,001 p<0,05 p<0,05
Tamarfio de CC (um)

. 0,659 0,883 -0,555 0,639 -0,813
Densidad de CC p<0,001 p>0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,001

~ . 0,920 0,736
Tamanfo del nacleo CC (um) P<0,001 p<0,001
~ . 0,557 0,968 -0,594
Tamario del citoplasma CC (um) p<0,05 p<0,001 p<0,05

L -0,546 -0,570 0,706 -0,592 0,935
Relacion N/C CC p<0,05 p<0,05 p<0,001 p<0,05 p<0,001

CC: Células Caliciformes, N/C: relacion nucleo / citoplasma. P calculada segun el Coeficiente
de Correlacién de Spearman (rho). Sélo se muestran los datos estadisticamente significativos.

7.4 RESULTADOS DEL ANALISIS MULTIVARIANTE. REGRESIO N LINEAL
MULTIPLE (RLM)

En RLM

(independientes) en la explicacion de un fendmeno, tratando de controlar que

una intentamos incorporar mas variables predictoras

esas variables no ejerzan como variables confusoras.

En este caso, en el analisis comparativo encontramos un aumento

estadisticamente significativo en el nimero de CCt  ras la administracion

del tratamiento (202.3 [107.5] vs 210.1 [100.9]; p<0.01).
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Ahora intentaremos justificar mediante un RLM que dicho aumento,
efectivamente esta justificado por la variable “tratamiento” y no esté motivado

por otras variables no valoradas (edad, sexo, etc)

Para ello, se inicia un proceso de “modelaje” (en este caso aditivo), en
donde partiremos de un modelo simple con las 2 variables implicadas (Numero
CC y tratamiento) e iremos afadiendo co-variables para ver el comportamiento

del modelo.

En este primer paso, llama la atencién que bajo el modelo de RLM; el
namero de CC no tiene cambios significativos (p=0.795) tras la administracion
del tratamiento (Fase: 1:pretramiento, 2:postratamiento). No obstante, al repetir
el paso, pero usando como variable independiente el tamafio de las CC, si
encontramos significacion estadistica. Es decir, hay un incremento significativo
de 6.25 ums (IC95% 4.2-8.3; p<0.0001) en el tamafo promedio de las CC tras

la administracion del tratamiento.

Habiendo encontrado significacion con el tamafio CC, haremos el ejercicio
de ir afadiendo covariables a este modelo. Aiadiendo, estas co-variables al
modelo, la variable “Tamafio CC” mantiene la significacién, pero ninguna de las
demas la logra, es decir que son variables confusoras que no afectan el
resultado. No osbtante, el proceso de modelado incluye la repeticion del
modelo adicionando y sustrayendo variables, ya que la interaccion de unas
variables con otras puede hacer que cambien su comportamiento y por ende,
algunas que pierdan la significacion por poco, puedan recuperarla con las

variables mas importantes.

En la tabla XVII se muestra el modelo final de la RLM:
* Encontramos un incremento significativo de 6.25 pms (IC95%
4.219-8.281; p<0.0001) en el tamafo promedio de las CC tras la

administracion del tratamiento.

* EIl incremento significativo de la densidad de las CC ¢ on el
tratamiento es de 1.461 (IC95% 0.307-2.614; p<0.05).
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* Un 54.1% de la variabilidad del tamafio de las CC es explicado por
el modelo actual (administracion del tratamiento, densidad de las
CC y edad del paciente ).

 El resto de covariables analizados no demostré significacion

estadistica ni cambios en el R? en el proceso de modelado.

IC 95%°
VARIABLE COEFICIENTE p* pe
N 4,218,3
TAMARO DE cCP (um) 0,674 <0,0001
0,307 | 2,614
DENSIDAD DE CC 0,255 <0,001
TAMARO DEL CITOPLASMA
DE LAS CC (um) -2,489 -3,733|-1,224 <0,001

A Coeficiente B, ® Intervalo de confianza 95%, °P calculada por el Modelo de Regresién Lineal
Multiple, ® Células Caliciformes
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VIIl. DISCUSION

A continuacion discutiremos los resultados obtenidos en nuestro trabajo, y

los compararemos con los datos existentes en la literatura, punto por punto.

8.1 DISCUSION DE LA POBLACION DEL ESTUDIO

La prevalencia de la DED oscila entre el 10 y el 20% de la poblacion
aunque en algunos paises orientales puede llegar a un 33%.%?° Se piensa que
una proporcién de la variacion observada en la prevalencia entre los estudios

se relaciona con la diferencia en la definicién empleada de la enfermedad.?**2°

En cuanto a la distribucién por género , la DED es mas frecuente en
mujeres que en hombres. La comparativa en la prevalencia de la DED en
hombres y mujeres, ajustada a los distintos grupos de edad, muestra una tasa
de prevalencia significativamente mas alta en las mujeres y en todos los grupos
de edad, especialmente a partir de los 50 afios , con una prevalencia un 70%
mas alta en las mujeres frente a los hombres.**” Nuestro estudio, coincide con

esa distribucion, al igual que otros estudios realizados.*****

Otra de las variables estudiadas fue el diagndstico asociado a la DED. El

I 132

trabajo de Jordan-Gonzalez P et a muestra que la condicion reumatoldgica

gue mas se asocia a la DED es el SS, pero no podemos olvidar los pacientes

de ARy los pacientes de Lupus Eritematoso Sistémico. Song P et al.**®

en su
estudio también encontraron mayor prevalencia de DED en mujeres mayores

de 50 afos, con AR y otras enfermedades inmunes.

El 25% de los pacientes de nuestro estudio presentaba una DED de grado
grave, el 75% restante una DED leve o moderada. En nuestro estudio se
incluyeron pacientes con DED leve-moderada, a diferencia de otros estudios de

la literatura consultada,*****®

en los que solo se incluyen pacientes con DED
grave. Sin lugar a duda, y como veremos mas adelante, el tratamiento de la
DED con colirio de SA es mas eficaz cuanto mayor es la gravedad de la DED,
motivo por el cual encontramos diferencias en la clasificacion clinica de la DED

de nuestra poblacion y la de otros articulos consultados.
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En nuestro estudio, un tercio de los pacientes, tenian diagnostico de AR y
otros estaban catalogados como artrosis y dolores articulares y un cuarto de la
poblacién no tenia ninguna otra enfermedad asociada. Estos resultados son

coherentes con los estudios de prevalencia publicados,™**'%

en los que los
pacientes con enfermedades autoinmunes presentaban con mayor frecuencia

sintomas de ojo seco, y de los que el 78% eran de sexo femenino.

La mayoria de los estudios contemplan el SS como la enfermedad
autoinmune que mas frecuentemente se asocia a la DE D. En nuestro
estudio no encontramos ningun paciente diagnosticado de SS. En el estudio de
Kojima et al.*®® el 85% de pacientes con DED fueron diagnosticados de SS. El
80% eran mujeres, presentando los pacientes un rango de edad entre 50-75
afios. Yoon et al.”*® encontraron que el 37% de pacientes con DED tenian
también SS, como uUnica enfermedad autoinmune. El 77% de los pacientes de
su estudio eran mujeres. Sin embargo, Tsubota et al.®® y Liu et al.®®" no
especificaron variables demogréficas (edad o género de los pacientes), y su
poblacion era exclusivamente de pacientes diagnosticados de SS. En los
trabajos de Versura et al.*® los pacientes incluidos con DED presentaban
también SS, diferenciados claramente entre SS primario o secundario. En
general, y aunque en nuestro estudio no se incluy6 ningun paciente con DED y
SS de manera concomitante, en la mayoria de los trabajos revisados se

observa una alta frecuencia de la asociacién entre la DED y el SS.100:135140
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8.2 DISCUSION DEL ESTUDIO COMPARATIVO

8.2.1 VARIACION EN LA CITOLOGIA DE IMPRESION
CONJUNTIVAL POR TRANSFERENCIA

En nuestro estudio, la valoracion histologica de la eficacia del tratamiento
con colirio de SA se realizé midiendo el numero, tamafo, densidad, tamafio del
nucleo, tamafo del citoplasma y relacién nucleo citoplasma (N/C) de las CC
conjuntivales pre y post tratamiento con SA, mediante la técnica de CIC por

transferencia.

La CIC es una técnica minimamente invasiva que permite obtener una
“biopsia” de la superficie ocular y determinar el grado de metaplasia escamosa
de la superficie conjuntival.”* Como ya se comentd, esta técnica ha sido
empleada en el estudio de diversas enfermedades de la superficie ocular. Fue

1.** en 1977 siendo modificada

utilizada por primera vez por Egbert et a
posteriormente por otros autores de acuerdo con sus necesidades.
Actualmente, no existe una técnica estandarizada de realizacion. La técnica
empleada en nuestro estudio, es una modificaciéon descrita por Minaya F.*° y
que podemos denominar CIC por transferencia . Esta técnica no esta descrita
anteriormente en la literatura. EI motivo por el cual escogimos esta técnica es
porque, en nuestra opinidn, es la de mayor rentabilidad en cuanto a la
obtencion de una buena cantidad de tejido para estudio. En las técnicas de CIC
sin transferencia o convencionales se procesa y se tifie la tira de recogida de
muestra con el porta, no se pierde tejido, pero se ve mucho peor al

microscopio.

En nuestro estudio encontramos, una mejoria significativa en el nimero,
tamafo, densidad, tamafio del nucleo y relacion N/C de las CC despueés
del tratamiento con colirio de SA . Las 3 variables que tuvieron una mejoria
mas significativa fueron: el tamafio, el tamafio del nacleo y el nimero de las
CC. Esta mejoria fue mas evidente en los pacientes con DED grave ,
mientras que en pacientes con DED leve y moderada, estos cambios en las

CC fueron menores o no se produjeron.

Con respecto al grado de metaplasia post tratamiento con colirio de
SA, en nuestro estudio ésta se redujo en 1 grado, en los pacientes con DED
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grave, mientras que en pacientes con DED leve y moderada no se modifico.
No hemos podido encontrar en la literatura estudios donde se demuestre
mediante la CIC, el aumento en la densidad de las CC en pacientes con
diagnéstico de DED previamente tratados con SA. Luna Martinez et al.**
demostraron una disminucién del grado de metaplasia escamosa y un aumento
del nimero de CC estadisticamente significativos, mediante la toma de biopsia
de conjuntiva bulbar, con el tratamiento con SA al 20% y con una dosificacién
de una gota, 4 veces al dia, frente al tratamiento con carboximetilcelulosa

ajustado a una misma dosificacion.

Nuestros resultados sélo se pueden comparar en parte con los realizados
por otros autores.’®***3 | os resultados obtenidos en los pacientes con DED
grave fue similar en todos los estudios incluido el nuestro. Pero so6lo en nuestro

estudio se trataron con colirio de SA casos de DED leve, a diferencia del resto.

8.2.2 CAMBIOS EN LOS TESTS DIAGNOSTICOS DE SCHIRMER Y BUT

En nuestro estudio se emplearon el test de Schirmer, el test de BUT, y la

CIC por transferencia, para evaluar el efecto del SA en la superficie ocular de

139,143-146

los pacientes. Al igual que en otros estudios, el test de Schirmer y el

test de But mejoraron significativamente en nuestro estudio, tras el

tratamiento con el SA durante 1 mes. Tsubota et al.*° | 106

y Kojima et a
encontraron mejoria en el test de BUT de pacientes tratados con SA al
compararlos con el uso de lagrimas artificiales. Liu et al.**” encontraron mejoria
en el test de BUT vy las tinciones con fluoresceina y el rosa de bengala. Noble

|'94

et al.” en su estudio aleatorizado y prospectivo s6lo encontraron mejoria en la

sintomatologia y en la CIC, no asi en el test de Schirmer y el test de BUT. Yoon

et al.'%®

compararon el uso del colirio de SA con el uso de colirio de sangre de
cordon umbilical (SCU) y describieron que ambos colirios mostraron mejoria en
los sintomas, el test de BUT, la tincion corneal y la CIC. La mejoria con el

colirio de SA solo se encontr6 en los pacientes sin SS.
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8.3 DISCUSION DEL ESTUDIO ANALITICO

8.3.1 DISCUSION DEL ANALISIS DE CORRELACION

En el analisis de correlacion encontramos una asociacion
estadisticamente significativa entre el numero de C C y el tamafo,
densidad, tamafio del ndcleo, tamafio del citoplasma y relacion N/C tras la
administracion del tratamiento con colirio del SA . Estos datos no los
podemos contrastar con la literatura, ya que no hemos podido encontrar
estudios donde se demuestren estos datos de forma independiente mediante

9414014714856 gphserva una

CIC por trasferencia. Aunque en algunos estudios,
clara mejoria de la metaplasia escamosa de la CIC de estos pacientes,
pudiéndose inferir de forma indirecta el aumento en el nUmero y caracteristicas
histolégicas de las CC ( ya que es un parametro de valoracion de la

metaplasia).

8.3.2 DISCUSION DEL ANALISIS MULTIVARIANTE

En el andlisis multivariante  encontramos un incremento significativo en
el tamafo promedio de las CC, la densidad vy el tamafio del citoplasma de
las mismas, tras la administracion del tratamiento con colirio del SA,
independientemente de la edad del paciente. No hemos podido encontrar en la
literatura estudios donde se demuestre mediante CIC, el aumento en la
densidad de las CC en pacientes con diagnostico de DED previamente tratados
con SA. En nuestra opinidn, esto es debido al efecto tréfico de los FC que
posee el colirio de SA, favoreciendo la proliferacion, migracion y diferenciacion
de las células epiteliales. También se debe a la accién directa de la vitamina A

sobre las CC, produciendo un aumento del numero y tamafio de las mismas.
8.4 DISCUSION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON CO LIRIO DE
SA

La Medicina Basada en la Evidencia es hoy en dia el criterio seguido por
muchos especialistas en materia de salud, cuando no existen ensayos clinicos,

para mostrar la utilidad de un tratamiento. En el caso del empleo del colirio de
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SA en el tratamiento de la DED existen ensayos clinicos demostrando la
eficacia del mismo.**° No obstante' el empleo del colirio de SA en la DED aun
no estd generalizado, iniciAndose su empleo cuando el tratamiento

convencional con lagrima artificial no ha sido suficiente.

En el afio 2004 y 2005 se empez0 a hablar de la utilidad del colirio de SA
en pacientes con Ulceras neurotréficas y con queratitis sicca, cuando los
tratamientos previamente empleados no conseguian ninguna mejoria.®*'%
Actualmente, el colirio de SA se emplea para el tratamiento de diversas
patologias en Oftalmologia, sin que exista un protocolo de su indicacion,

quedando ésta Unicamente a criterio del Oftalmdlogo.

Algunos estudios,®*94139148.150-153 han encontrado mejores resultados con
la utilizacion del colirio de SA en patologias como queratitis sicca, defectos
epiteliales persistentes o Ulceras corneales, ya que en estos casos, existe una
ausencia de factores epiteliotroficos y la utilizacion del colirio de SA presenta

clara mejoria. Tananuvat et al.**

compararon el uso del colirio de SA frente al
uso de lagrimas artificiales en la DED, y aun sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas, afirmaron que el grupo tratado con SA presentd
una clara tendencia a la mejoria de la sintomatologia, incluyendo cambios en la
CIC. Noble et al.”* sin embargo, utilizando el SA en 11 pacientes encontraron
una mejoria significativa solo en la CIC, no asi en los otros test diagnosticos.

Tsubota et al.>®

sefialaron que el SA al presentar caracteristicas
bioquimicas y biomecanicas similares a la lagrima, ser hipoalergénico y aportar
factores tréficos a la superficie ocular, es el tratamiento de eleccion en la DED
grave secundaria al SS. En esta patologia, al encontrarse, tanto la produccién
basal como refleja de lagrima muy disminuidas, es necesario aportar
exdgenamente los factores tréficos contenidos en el SA para mantener la
integridad de la superficie ocular.

Pflugfelder et al.*>*

observaron que el balance de citoquinas en las lagrimas
de los pacientes con SS, frente a la composicion de su SA, estaba alterado a
favor de un aumento de citoquinas proinflamatorias y un descenso de FC

conforme a la gravedad de la DED.
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Harloff et al.®?

encontraron que la capacidad de migracion celular del SA de
pacientes con AR y tratamiento inmunosupresor estaba disminuida en
pacientes con DED grave frente a individuos sanos. Stenwall et al.*®®
propusieron también que el suero de pacientes con enfermedades autoinmunes
podia contener citoquinas proinflamatorias y que el uso de un suero heterélogo
(SH) adaptado, seleccionado por su contenido en citoquinas antinflamatorias,

podria mejorar el efecto antinflamatorio del SA.

En nuestra opinion, no existe ningun articulo que defina la dosis y la
concentracion mas adecuada del SA a utilizar en el tratamiento de la DED .

Poon et al.®® demostraron que el SA en concentraciones del 50% y 100%

fueron mas eficaces en la resolucién de la sintomatologia. Cho et al.**®

a|'157

y Gus et
compararon el uso de SA al 50% frente al uso de SA al 20%, sin encontrar
superioridad de eficacia de uno frente al otro respectivamente. Sin embargo,
encontraron que cuanto mayor era la concentracién a la que se empleaba el
SA, mayor era el riesgo de que aparecieran depésitos de inmunocomplejos.

1.5 contraindicaron el SA a altas

También por esta razon, Geerling et a
concentraciones (>50%), en pacientes con trasplante corneal, por presentar
mayor riesgo de rechazo. Sin embargo, los mismos Poon et al.*° y Geerling et
al.>® consideraron que la respuesta al SA en el tratamiento de las Ulceras
corneales era dosis dependiente, aconsejando por lo tanto extracciones de
sangre con mayor frecuencia, para obtener asi un SA mas denso y de

concentracion al 50%, que permitia un mejor cierre de la Ulcera corneal.

En nuestro estudio, empleamos colirio de SA al 20%, porque en la
bibliografia revisada es la concentracion que la mayoria de los autores
recomiendan como eficaz clinicamente y bien tolerada por los pacientes,
permitiéndonos asi reducir la posible aparicion de efectos adversos y
consiguiendo por lo tanto una mayor adherencia de los pacientes al

tratamiento. 31,50,106,136,141,143,147

8.5 DISCUSION DE LA PREPARACION DEL COLIRIO DE SA

En la preparacion del colirio de SA  en nuestro hospital intervienen los
Servicios de Hematologia (Banco de Sangre) y Farmacia. Existe una gran
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variabilidad en el proceso de preparacion, almacenaje y dispensacion del colirio
de SA.

El colirio de SA, al tratarse de un producto para uso individual, se considera
una formula magistral , actualmente reconocida como medicamento y en
nuestro pais, sus normas de elaboracion estan reguladas por el Real Decreto
175/2001 de 23 de febrero. *® La distribucién de productos farmacéuticos esta
regulada por leyes gubernamentales en la mayoria de los paises. En EEUU, la
Food and Drug Administration (FDA) controla la comercializacion de los
productos farmacéuticos. En la Union Europea, cada pais miembro es
soberano a la hora de autorizar la comercializacion de farmacos. En paises
como Alemania, el protocolo estandar de preparacion sigue las directrices de la
Guia del Bundesarztekammer (Colegio de Médicos) y del Instituto Paul Ehrlich
para donacién y uso de productos hematicos.”>** En Inglaterra y Gales el
protocolo estandarizado de preparacion del colirio de SA sigue los principios
recomendados por el Servicio Nacional de la Sangre y la Agencia de Control de
Medicamentos de Gran Bretafia y de acuerdo con la guia para predepoésito de
autodonacion de sangre del British Committe for Standard in Haematology.'*®
En todos estos protocolos, al igual que en nuestro estudio, se aplicaron los
mismos criterios para la preparacion del colirio de SA que para la extraccion de
sangre destinada a donacion, es decir, a los pacientes se les realizd
previamente un despistaje de enfermedades infecciosas (VIH, VHB, VHC y
sifilis), de tal forma que si la serologia era positiva, se excluia al paciente
directamente para el tratamiento con SA. En Inglaterra y Gales,™® se

excluyeron también, a pacientes con anemia o enfermedades cardiovasculares.

La cantidad de sangre extraida y el tiempo transcurrido desde la
extraccion hasta la centrifugacion , también varia segun los articulos
publicados, desde 30 minutos hasta 48 horas. En nuestro estudio, se extrajeron
30 mL de sangre que se repartieron en tres tubos. Posteriormente se enviaron
los tubos al Banco de Sangre, donde se centrifugaron y se enviaron al Servicio
de Farmacia. El tiempo transcurrido entre la extraccion de la muestra de sangre
y la centrifugacion de la misma, en nuestro estudio, fue de 30 minutos. Este

94
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dato es similar a los obtenidos en los estudios realizados por Noble et al.” y Liu

et al.*®® Ambos estudios mantuvieron un tiempo de coagulacién de 30 minutos,

96



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL 0JO SECO DISCUSION

aunque observaron que un tiempo de coagulacion de al menos dos horas
previas a la centrifugacion estaba relacionado con un mayor efecto del SA
sobre la migracion y diferenciacion de las células epiteliales, por lo que
recomiendan dejar los tubos en una rejilla en posicion vertical a 22°C durante
dos horas para que la sangre coagule previo a la centrifugacion. También
encontraron en su estudio una mayor concentracion de todos los factores

relacionados en la migracion y diferenciacion celular.

Otra de las variaciones no estandarizadas en la preparacion del SA es la
diversidad en la potencia y tiempo de centrifugacion . De ellos depende la
cantidad de SA obtenido, la pureza del mismo, y la concentracion de los
I 50 y

centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 5.000 rpm.

factores relacionados en la migracioén y diferenciacién celular. Tsubota et a

Garcia et al.'*®

Geerling et al.*®

centrifugaron a 3.000 rpm durante 15 minutos y consideraron
gue, con estas revoluciones y tiempo de centrifugacion, se producia una
cantidad importante de suero sin hemdlisis. Igualmente, si se empleara menos
fuerza de centrifugacion, ademas de que se consiguiria menos cantidad de
suero, en éste podrian quedar restos de membrana de plaquetas que podrian
producir apoptosis celular e irritacion durante su administracion. Geerling et
al.>> compararon los resultados de su SA con respecto a los obtenidos por
Tsubota et al.*® encontrando que cuando centrifugaban a 3000 rpm durante 30
minutos el SA presentaba una mayor concentracion de EGF pero una menor

concentracion de TGF-B. Malavazzi et al.*®*

centrifugaron el suero a 1.500 rpm
durante una hora.

Dada esta variabilidad, algunos autores como Poon et al.®

consideran que
la fuerza de centrifugacion no solo depende del nimero de rpm, sino que
también depende del diametro del rotor y éste varia segun el tipo de
centrifugadora. Por lo que a la hora de centrifugar la sangre para la realizacion
del SA, prefieren hablar de fuerza «g», que englobaria tanto el nUmero de rpm
como el diametro del rotor de la centrifuga. Esto les parece una medida mas
homogénea y aplicable, independientemente del modelo de la centrifugadora.
Siguiendo esta consideracion, Liu et al.*®® observaron en su estudio, que

aumentando la fuerza de centrifugacion de 500 a 3.000 g, aumentaba
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considerablemente la concentracion de EGF y Vitamina A en el SA, teniendo

esto un efecto menos llamativo sobre el TGF-.

En nuestro estudio, las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos,
a 3.000 rpm o (3100 g), dato que no coincidid con ninguno de los autores
revisados previamente en la bibliografia. Esto es asi porque el procesamiento
de las muestras de suero sanguineo destinadas a la preparacion de colirio de
SA se ajusto al protocolo de manejo de muestras de nuestro Banco de Sangre,

procesadas con la centrifugadora Ortoalresa serie Digtor 21.

También existen discrepancias entre los autores en la preparacion del
colirio de SA , si debe realizarse con suero fresco 0 suero congelado . En
nuestro caso, de cada tubo de 10 mL de sangre, obtuvimos aproximadamente
5 mL de suero, que posteriormente se envio al Servicio de Farmacia, donde se

preparo el colirio de SA con suero fresco sin congelar.

Nosotros, al igual que Lagnado et al.'** y Noble et al.”* preparamos todos
los envases de colirio de SA con suero fresco, dandoselos luego al paciente, e
indicandole que los envases que vayan a ser utilizados deben mantenerse en
la nevera a 4°C y el resto, almacenarlos en el congelador a —20°C o —30°C. Sin

50
l.

embargo, Tsubota et al.” refieren que los componentes del SA son estables

durante un mes a temperaturas de +4°C y durante tres meses a —20°C. En esta

1.1%3 analizaron el efecto en la disminuciéon de la

linea, Sitaramamma et a
concentracion proteica (especialmente de la IgA y la lizosima), de las muestras
de lagrimas, cuando éstas eran almacenadas durante 4 meses a temperaturas
de -20°C y -70°C. De ello infieren que el colirio de SA congelado no pierde sus

propiedades.

Una vez en el Servicio de Farmacia, la preparacion del colirio de SA, se
realizdé en condiciones asépticas y en una campana de flujo laminar, destinada
a este fin. En nuestro estudio este paso coincidié con lo realizado por otros

37,55,56,94,143,156,160,164 56,94,157,161-163
autores. Al

igual que otros autores, no
utilizamos filtro millipore en la preparacion del SA. También existe controversia,
en la utilizacién de estos filtros . Fox et al.*® si recomiendan el uso de filtros
para separar del SA restos de fibrina que parecen reducir los efectos del mismo

(la preparacion del colirio de SA en su estudio se realizé con plasma congelado
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previamente). También refieren que aflade un efecto esterilizante al no dejar
pasar microorganismos como bacterias.?**® Lopez-Garcia et al.*! recomiendan
la utilizacién de filtros millipore  como el Durapore® o el Millipore Express™.
En su estudio, observaron que estos filtros presentan un poro con un tamafio
de 0,22 uym y tienen una baja afinidad por las proteinas, siendo ambos utiles
para los volimenes que se manejan en el colirio de SA. Sin embargo destacan
que el filtro Durapore® se satura y obstruye mas facilmente, y el filtro Millipore
Express™ presenta una membrana de poliéster sulfota, que la hace

especialmente util para el filtrado de estos productos biologicos.

Con respecto a la dilucion del suero para la preparacion del colirio de
SA también existe controversia. Nosotros, al igual que la mayoria de los
autores>>°094162163 qa |3 pibliografia revisada, utilizamos suero fisiolégico
para hacer la dilucion del suero y obtener colirio de SA. En nuestro protocolo
afadimos 40 mL de suero fisiolégico a 10 mL de suero sanguineo, para
conseguir una concentracion final de SA al 20%. Este dato difiere de otros
estudios, que para obtener una concentracion final del colirio de SA al 20%,
afiadieron 8 mL de suero fisiolégico.*"*®* Autores como Liu et al.**® emplearon
Suero Salino Balanceado (BSS) para la dilucion, pues encontraron mayor
proliferacion de células epiteliales en los cultivos cuando el colirio de SA se

realizd con BSS.

La concentracion de SA en nuestro estudio fue del 20%, y coincidié con la
concentracion utilizada por la mayoria de los autores revisados en la

149,155,157,159,160,161,165-168 15 hota et al.>® no encontraron diferencias

bibliografia.
significativas entre preparados de colirio de SA al 10% vy al 20%, en la
migracion de células epiteliales en cultivos in vitro. En su estudio, Mukerji et
al.'® ademéas de no encontrar diferencias significativas en las diferentes
concentraciones del colirio de SA, observaron que la concentracion al 20%
parece suficiente y evita las molestias derivadas de la mayor viscosidad del SA
a mayor concentracion. Ademas resaltan la disminucion considerablemente del
namero de extracciones de sangre y la mayor adherencia de los pacientes al

tratamiento. Sin embargo, Poon et al.®° Noble et al.** Cho et al.™*® Gus et al.>®’

| 165 | 166

Hussain et a y Hwang et a utilizaron colirio de SA a concentraciones de

50% y 100%, y encontraron, que a estas concentraciones hay una mayor
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respuesta en los efectos sobre la superficie ocular. Hay que destacar, que los
pacientes que participaron en estos estudios fueron pacientes con DED grave,
y SS grave, que habian agotado todas las demas formas de tratamiento

convencionales.

Revisando la bibliografia, encontramos una gran variabilidad en la
metodologia de preparacion, almacenaje y dispensacién del colirio de SA.
Asimismo, la mayoria de los autores coinciden en la necesidad de unificar
criterios mediante estudios randomizados y multicéntricos para optimizar los
resultados obtenidos con este tratamiento.’*'®*'"2 En la tabla XVIII se
muestran las variaciones encontradas en la literatura referentes a las distintas
fases de la preparaciéon y aplicacion del colirio de SA, mientras que en la tabla
XIX se muestran de forma resumida las diferencias en la elaboracion y
dispensacion del colirio de SA en diferentes publicaciones.> En la tabla XX se
muestran los diferentes ensayos clinicos del uso del colirio de SA en el manejo
de la DED.'*
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Fase de elaboracién Variaciones en articulos publicados

Fase de coagulacién 0-2 dias

Fuerza de centrifugacién 1.500-5.000 rpm (300-4.000 q)

Tiempo de centrifugacion 5-20 minutos

Dilucion 20%, 33%, 50% 6 100%

Diluyente SF, BSS

Antibidticos Colirio de cloranfenicol

Envases 1-10 mL en jeringas de insulina 0 envases adaptados para uso oftdlmico
Almacenamiento -20° a +4°C

Posologia 1 gota/hora a 1 gota/8 horas

rpm: revoluciones por minuto, g: fuerza “g” de centrifugacion; SF: Suero Fisioldgico; BBS: Solucién
Salina Balanceada.

Autor Aﬁol ] Concentracion Centrifug_acién Tiempo _d,e Fr'ecu.enc.i’a de
publicacién rpm/g/minuto coauglacion instilacion
Fox 1984 33% 500 g/10 - 2h
Tsubota™ 1999 20% 1.500 rpm/5 - 6-10 h
Rocha 2000 33% 500 g/10 - 1h
Poon 2001 50-100% 4.000 rpm/10 2h 3h
Tananuvat™® 2001 20% 4.200 rpm/15 - 4h
Takamura 2002 20% 3.000 rpm/10 - 3-6h
Ogawa 2003 20% 3.000 rpm/5 - 2h
De Souza 2001 100% - - 1h
Garcia™’ 2003 20% 5.000 rpm/10 - 2h
B. Castillo 2002 20% 1.500 rpm/5 - 8h
Goto 2001 20% 1.500 rpm/5 - 2h
Etchaberry 2007 20% 1.500 rpm/5 - -
Solérzano 2008 20% 3.000 rpm/10 - -
Lépez Garcia 2007/8 20% 3.000 rpm/10 2h 4h

rpm: revoluciones por minuto; g: Fuerza “g” de centrifugacion; -: dato no referido en el articulo.
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%Serum and

Author Evidence level N ndication Hollow-up diluent Controls Improved No improvement
Noble et al., RCT (Level 1) 16 SS & KCS 3M 50% (0.9 NaCl) Crossover. Symptoms, GCD
2004 Lubricants
Kojimaetal.,, | RCT (Level 1) 10 SS & non-SS according to jap 2w 20% (0.9 NaCl) AT upre Symptoms, TBUT, CFS Schirmer score
2005 ' DEG
Noda-Tsuruya | RCT (Level 1) 12 |LASIK 6M 20% (0.9 NaCl) | AT TBUT, CFS Symptoms, Schirmer score
etal., 2006
Yoonetal., |RCT (Level 1) 41 | SS,non-ss 2M 20% (0.9 NaCl) Umbilical cord Symptoms, TBUT, CFS, GCD; SchirTer score, corneal sensitivity,
2007 1% Serum Better symptoms, CFS (at 2 M) | [€ar clearance.
Urzua et al., RCT (Level 1) 12 Severe non-SS based on DEWS | 2 W (cross over after | 20% AS AT Symptoms (OSDI) Fluorescein staining, TBIJT
2012 criteria 7 day washout)
Celebietal,, | Double-masked RCT 20 Schirmer <5 mm, TBUT <5s, 20% (0.9 NacCl) Cross-over, Refresh | Symptoms, TBUT Schirmer score, CFS
2014 (Level 1) OSDI >40, CFS >1 1M upre
Husain et al., | Retrospective chart 63 Any patient using AS between 50% (0.9 NaCl) None Schirmer score, OSDI, CFS
2014 review June 2008 and January 2013 for | UP t0 48 M
at least 3 months
Hwang et al., | Cohort comparison 20 108S” 50% 2°Ss” 1° SS™: Symptoms, CFS, TBUT | 2° SS”, possibly due to increased
2014 (Level 2) iM pro-inflammatory cytokine levels
TBUT, TMH, dryness, discomfort
Jirsova et al., Interventional (Level 2) 17 Schirmer 1 <5 mm/5 min; 20% None Schirmer score, various
2014 TBUT < 5 s; severe symptoms 3M symptoms, CFS, Impression
as defined in DEWS cytology
Lépez-Garcia | RCT (Level 1) 26 |SS 20% (0.9 NaCl) AS 20% diluted with | Symptoms, TBUT, CFS, GCD; | Schirmer score, VA
etal., 2014 2M HA in contralateral Improved in both, but better in
eye HA-AS
Semerano et al., | Cohort comparison 26 Acute OSD (Dry eye, 50% (0.9 NacCl) Chronic OSD Epithelial defects all healed 18% recurrence in cronic OSD after
2014 (Level 2) neurotrophic keratitis, 16-31w cessation of AS
Recurrent erosion)
Aggarwal et al., | Interventional (Level 2) 16 Photoallodynia (excluded those 20% AS None Subbasal corneal nerve density | GCD density
2015 with OSD) 3M & morpholgy, symptoms of
photophobia
Lietal, 2015 | RCT (Level 1) 18 SS 50% (0.9 BSS) Silicone hydrogel Symptoms, TBUT, CFS, but Schirmer score, BCVA
Chimer < 5mm, TBUT <5 s, CFS 6W contact lents symptoms and CFS better in
>5 control
Mukhopadhyay
etal., 2015 RCT (Level 1) 52 Chimer < 5mm 20% (0.9 NacCl) (1) AT (2) cord Symptoms, TBUT, CFS Schirmer score

18 W — 6 on and 12
off (treatment)

blood serum

19/2° - primary/secondary (*historical classification); 2 M — 2 months; AS — autologous serum; AT — Atrtificial tears; CFS — corneal fluorescein straining; CL — contact lens; GCD — Goblet cell density; GVHD — Graft versus host disease;
HA — Hyaluronic acid; KCS — Keratoconjunctivitis sicca; Jap DEG — Japanese Dry Eye Group; LASIK — laser in-situ keratomileusis; M — Months; N — number of subjects treated with serum; NaCl — saline; OSD — Ocular surface disease;
OSDI — ocular surface disease index; Oxford—punctat e epitheliopathy score; RCT-Randomized controlled trial; s—seconds; SS-Sjégren syndrome; TBUT—tear breakup time; upre—unpreserved; VA — visual acuity; W-Weeks.
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Con respecto al envasado del colirio de SA , en nuestro estudio el colirio
de SA al 20% se envasé en frascos estériles especiales para colirios, con un
volumen de 5 mL en cada frasco. Se identific6 con el nombre y apellidos del
paciente, lote del SA y fecha de elaboracion, para luego congelarlo y
posteriormente entregarselo al paciente. En el Servicio de Farmacia se lleva un
registro del colirio de SA preparado, para poder tener una buena trazabilidad
del producto (Anexo V). Coincidimos con otros autores en el envasado del
colirio de SA.}4414916L165173175 Fn aguellos estudios en los que se utilizd
plasma congelado para preparar el colirio de SA,3%31%11%3 |35 muestras una
vez envasadas fueron envueltas en papel aluminio, para proteger el contenido

de la luz.

Previamente a la entrega del colirio de SA en Farmacia, el paciente recibio
una hoja de informacion (Anexo VI) con las medidas de conservacion e
higiene a la hora de aplicar las gotas de colirio de SA, asi como la manipulacién
del mismo por otras personas. No olvidemos que el colirio de SA es un fluido
parenteral y por tanto puede transmitir enfermedades infecciosas. Poon et al,®
utilizaron el colirio de SA junto con la instilacién de colirio de antibiotico, como
el cloranfenicol al 0,5%. Nakamura et al.'®” pusieron de manifiesto que el uso
de antibidticos reducia los efectos del SA sobre el epitelio conjuntival. En
nuestro estudio no administramos antibioticos junto con el colirio de SA y no

encontramos ningun caso de infeccion en su utilizacion.

Con respecto a la aparicion de efectos tdéxicos con el uso del colirio de
SA, en nuestro estudio no se presentd ningln efecto téxico. Fox et al.*® en
1984, reportaron la aparicion de depositos de IgA a nivel corneal en un
paciente tratado con colirio de SA al 100%, con aplicacion diaria con
diagnostico de DEP. En la literatura se describe que en pacientes con DED y
AR, puede existir alguna relacion entre la actividad del factor reumatoide y la
existencia de anticuerpos en el SA, que podrian causar depésitos de
inmunocomplejos, y éstos a su vez, generar una reaccion inflamatoria
secundaria.'’® Sin embargo, en nuestro estudio, los pacientes diagnosticados
de AR que fueron tratados con colirio de SA no presentaron ningun efecto

62
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téxico, ni reaccion inflamatoria. Harloff et al.”” en 2008, demostraron que el SA
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de los pacientes que presentaban AR en fase activa y que estaban sometidos a
tratamiento inmunosupresor, presentaba menor concentracioén de fibronectina y
de TGF beta. Sin embargo Pasukkijwatama et al.”> en 2011, compararon los
efectos epiteliotroficos del SA de pacientes con DED autoinmune, frente al SA
de pacientes con DED no autoinmune. No encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos. Por lo tanto concluyen que el uso del colirio de SA no esta

contraindicado en pacientes con enfermedades autoinmunes, como la AR.

En cuanto a la frecuencia de aplicacion del colirio de SA , también existe
variabilidad entre los estudios. El nUmero de gotas instiladas varia desde la
aplicacién horaria hasta la aplicacién 3 veces al dia. Algunos autores utilizan un
frasco de colirio de SA para cada dia de tratamiento. Otros utilizan cada frasco
durante 7-10 dias. Esta variabilidad también depende de la concentracion de
colirio de SA utilizado en los diferentes estudios. Aquellos autores que utilizaron
concentraciones mayores de SA, la frecuencia de administracion fue mas

156,157,165,166

espaciada, cada 12 horas. Los autores que emplearon

concentraciones menores del colirio de SA (10 y 20%), la frecuencia de

administracion de éste varié desde cada hora, hasta cada 3 6 4 horas.>*°>14%

145,161

En nuestro estudio, al igual que Lépez-Garcia et al.,** utilizamos
instilaciones de 1 gota de colirio de SA cada 6 horas , utilizando el mismo
frasco durante una semana . Ademas indicamos a los pacientes que los
frascos vacios, una vez utilizados y terminado su contenido, debian depositarse

en un contenedor de residuos biolégicos de los que habia en el hospital.
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8.6 NUEVAS PERSPECTIVAS DE TRATAMIENTO DE LA DED

El mecanismo fisiopatologico por el cual el colirio de SA es eficaz en el
tratamiento de la DED esta basado en la capacidad de regeneracién del epitelio
conjuntival inducido por los diferentes componentes del mismo, entre ellos el
EGF, PDGF,FGF,Fibronectina,etc. Pero existen otros productos derivados de la
sangre que también poseen capacidades regenerativas del epitelio conjuntival.
Estos productos al poseer tantos o0 mas FC y proteinas que el SA también se
han empleado en el tratamiento de la DED en Oftalmologia. Hablaremos a
continuacion, por orden de aparicion en la literatura, del colirio de SH, colirio
de plasma rico en plaguetas (PRP), colirio de plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF), colirio de SCU y colirio de membrana amni6tica (MA)

como aplicabilidad y perspectivas futuras en el tratamiento de la DED.

8.6.1 COLIRIO DE SUERO HETEROLOGO (SH)

El SH es el suero obtenido de donantes sanos que se emplea en aquellos
pacientes que no pueden beneficiarse de su propio SA por presentar serologias
positivas para VIH, VHB, VHC vy sifilis. La utilizacién de SH para el tratamiento
de enfermedades oculares no esta aprobado en nuestro pais. Algunos paises
han disefiado un método estandarizado para la produccién de SH,*""*"® que
incluye como donantes potenciales varones sin medicacion sistémica, que no
hayan recibido trasfusion de hemoderivados previamente, y con serologias
negativas para VHI, VHB, VHC vy sifilis. En estos casos, se extraen 450 mL de
sangre total, de los cuales se obtienen 15 frascos de 5 mL de suero. Las

muestras se conservan a -30°C durante mas de 12 meses.

8.6.2 COLIRIO DE PRP

El PRP es un tipo de plasma que se obtiene de nuestra propia sangre
separando los glébulos rojos y los glébulos blancos de las plaquetas. El
proceso de separacion del material sobrante para conseguir un PRP se realiza
mediante la centrifugacién de la sangre extraida al paciente. Es un producto
obtenido del concentrado de plaquetas NO activadas , que al ser aplicado

directamente sobre el tejido dafiado libera altas cantidades de FC de forma
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mantenida. Es por lo tanto una fuente principal de FC autélogos. El papel
fisiol6gico esencial de las plaquetas en la cicatrizacion de heridas y en la
reparacion de tejidos, constituye la razén para el uso de derivados de plaquetas
humanas en la MR. Los abundantes FC y las citoquinas almacenadas en los
granulos de las plaquetas pueden liberarse naturalmente mediante la activacion
de trombina y la coagulacion, o artificialmente mediante la lisis plaquetaria
mediada por congelacion/descongelacion, ultrasonidos o tratamiento quimico.
Existen cada vez mas estudios que utilizan productos derivados de plaquetas
para inducir la proliferacion y diferenciacién de células humanas.*”®*"? Aunque
también existe mucha variabilidad en las preparaciones del lisado de las
plaguetas humanas que limitan la comparabilidad de los resultados.

El uso de los preparados ricos en plaquetas ha experimentado un aumento
significativo en los Ultimos afios debido a su papel en la reparacion y
regeneracion tisular. Su uso en Oftalmologia comenzé utilizando el PRP como

un céagulo. Alio et al.'™

encontraron buenos resultados de la aplicacion del
coagulo de PRP en problemas refractarios de la superficie ocular. Su uso en
Oftalmologia como colirio comenz6 en el tratamiento de enfermedades de la
superficie ocular como la DED o los DEP. Actualmente su uso es limitado, por
producir molestias y sintomas inflamatorios, al presentar el colirio de PRP

elementos proinflamatorios, como membranas plaquetarias y leucocitos.*"

8.6.3 COLIRIO DE PRGF

El PRGF se puede considerar como un paso o etapa mas del PRP, ya que
se trata de un plasma rico en plaquetas en el que se han liberado los granulos
alfa, activando asi las plaquetas del PRP y obteniendo un plasma rico en FC.
Esta activacién plaquetaria del PRP para convertirlo en PRGF se realiza
mediante cloruro célcico. La ventaja de este colirio frente al de PRP es la
ausencia de elementos proinflamatorios como son leucocitos o membranas

plaquetarias.

El PRGF representa una alternativa terapéutica eficaz para el tratamiento
de la DED resistente a los tratamientos convencionales. Constituye a priori, una

alternativa terapéutica eficiente, facil de aplicar en la practica ambulatoria y

106



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL OJO SECO DISCUSION

hospitalaria y con la capacidad potencial de reducir costes en cuanto al numero
de consultas y procedimientos quirdrgicos requeridos por el paciente. Sin
embargo, no existe una estandarizacion al establecer la concentracion y pauta
idonea del colirio de PRGF, no s6lo 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 de salud
general del paciente, etc. El colirio de PRGF parecen ser una opcion
terapeltica segura y efectiva en pacientes con estadios II-lll de queratopatia
neurotréfica por: virus herpes simple, distrofias corneales, cirugias corneales,
paralisis del V par craneal, infeccién por virus de herpes zoster, quemaduras
oculares por causticos,'® ya que se ha observado que estimula la proliferacién
y migracion de queratocitos y fibroblastos conjuntivales y reduce e inhibe la
diferenciacion a miofibroblastos inducida por TGF(31.173-175,177

Freire et al.'’®

realizaron un estudio in vitro, comparando la concentracion
de los diferentes FC en los diferentes SA utilizados a nivel ocular, y
encontraron, que el PRGF, presentaba niveles significativamente mayores de

EGF (tabla XXI).

Preparados hematicos

EGF ( pg/mL)

PDGF (ng/mL)

FGF (pg/mL)

Fibronectina

(Mg/mL)
Suero autologo 417,9 + 82,6 17,3+3,7 58,5 + 54,6 31112 + 6758
PRP 279,8 + 78,1 18,2 + 6,4 57,0 + 44,4 30547 + 5104
PRGF 155+4,6 58,2 +41,2 31832 + 3563

*Estadisticamente significativo (p<0,05) entre plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y plasma rico en
plaquetas (PRP) asi como entre PRGF y suero autélogo. EGF: factor de crecimiento epidérmico; FGF: factor de

crecimiento de fibroblastos; PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Adaptado de: Anitua et al.
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Lépez-Plandolit Antolin S.*8!

en su trabajo de tesis doctoral, estudio la
seguridad y tolerancia de la utilizacibn del PRGF a tres concentraciones
distintas: 20%, 50%, 100%, en pacientes con DEP sin observar ningun caso de
infeccion, ni incremento en la neovascularizacion, ni fibrosis corneal secundario
a su utilizacion. Concluye que la aplicacion del PRGF a esas tres

concentraciones es seguro y tolerable.

8.6.4 COLIRIO DE SCU

Es el colirio obtenido del suero de la sangre del cordén umbilical . Se
extrae sangre después del parto (entre 60-80 mL) de la vena umbilical, y se
maneja igual que el SA, con una dilucion al 20%. Hasta el momento se ha
usado con éxito en el tratamiento de: DED grave, EICH ocular y erosién corneal

recurrente.'’®

8.6.5 COLIRIO DE MEMBRANA AMNIOTICA (MA)

Es el colirio obtenido del suero de la membrana amniotica de donantes
con embarazo controlado y ceséarea electiva . Previa verificacion de cribado
serologico negativo de: HIV, HBsAg, HBc Anticuerpos, VHB por DNA, VHC-
Anticuerpos, VHC por RNA, Sifilis y anticuerpos HTLV 1 y 2, se recoge la
placenta y se preserva en cuarentena a 4°C hasta su procesamiento. El
procesamiento consiste en la separacion de la MA del corion y la
correspondiente descontaminacion con antibioticos (penicilina, estreptomicina y
anfotericina B). Posteriormente el tejido se somete a un proceso de triturado y
centrifugacion para obtener el extracto. El proceso concluye con la liofilizacion y
posterior reconstitucion para obtener un colirio al 20%. Este producto, contiene

factores de crecimiento como: EGF, bFGF, HGF y Endostatina.

8.6.6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Las perspectivas futuras de los productos derivados de la sangre incluyen
la introduccion de gotas oculares personalizadas , analizadas para determinar
el contenido adecuado de los FC y las citoquinas segun cada paciente y

enfermedad de la superficie ocular.
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Sin embargo, es posible que con la extension del empleo colirios derivados
de los productos plasmaticos enriguecidos 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 dilucion de los
mismos, o0 a la inactivacion del complemento e IG, mediante calentamiento,

como recientemente publica el grupo de Anitua et al.>”® en el uso del PRGF.

Para el futuro, queda la posibilidad de desarrollar un PRGF recombinante,
enriquecido, mediante la adicién al mismo, de ciertos FC, matrices biolégicas o
incluso células madre. Ademas, seria interesante asociarlo a determinados
vehiculos y/o presentaciones que permitiesen aumentar su permanencia en la

superficie ocular.

Finalmente, seria necesario realizar mas ensayos clinicos, que comparen
la efectividad y eficiencia de los distintos colirios existentes, especialmente el
colirio de PRGF, con respecto al colirio de SA, por tratarse éste del producto
hemoderivado més consolidado en Oftalmologia.
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8.7 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La primera limitacion de nuestro trabajo, hace referencia al tamafio
muestral . Aunque el tamafio de la muestra se calcul6 mediante un muestreo
probabilistico, teniendo en cuenta la variable mas representativa (niUmero de
CC conjuntivales), el namero final de los pacientes de nuestro estudio fue bajo
(n=24). Esto ha impedido que en el andlisis estadistico de los resultados
hayamos podido estratificar nuestra variable dependiente, por diferentes
estratos de otras variables independientes, puesto que al estratificar el nimero
de pacientes en cada grupo, era demasiado bajo. Aun asi, la recogida de estos
24 pacientes ha supuesto 1 afio de seguimiento, puesto que la indicacién del
colirio de SA para el tratamiento de la DED, al menos en nuestro hospital sigue
siendo baja, por no ser la primera opcion terapéutica que se plantea en estos

pacientes.

La segunda limitacibn de nuestro estudio, fue que el 95,8% de nuestros
pacientes eran mujeres, y sélo hubo un paciente varén. Es cierto que la DED
es una patologia mas prevalente en mujeres que en hombres 2:1, pero no tan
elevada, como la distribuciébn de los pacientes de nuestro estudio. Esta
distribucion tampoco nos ha permitido, estudiar si existen o no diferencias en la
respuesta al tratamiento de la DED con colirio de SA, relacionado con el género

de los pacientes.

La tercera limitacion es la ausencia de un brazo control con placebo o
un comparador activo . Sin embargo los cambios en la CIC por transferencia
son observables y parecen consistentes con los encontrados por otros

autores.73’98'164’165

Para finalizar podemos concluir que el empleo del colirio SA en el
tratamiento de la DED, es eficaz, mejorando la clinica de los pacientes, puesto
gue mejora la reepitelizacion y la densidad de las CC. No obstante, seria
recomendable realizar mas estudios con poblaciones mas amplias e idéntica
metodologia de estudio en pacientes con DED, para confirmar nuestros

resultados.

110



|X. CONCLUSIONES



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL 0JO SECO CONCLUSIONES

IX. CONCLUSIONES
Las conclusiones de nuestro estudio son:

1. El tratamiento con coliio de SA para la DED , modifico la CIC por
transferencia, aumentando el nimero de CC , el tamafio de las mismas a
expensas del aumento de tamafio de su nicleo y aumento en la relacion
nucleo-citoplasma . Todos los cambios producidos en la citologia de
impresion conjuntival por transferencia fueron mas significativos en los

pacientes con DED grave .

2. Los pacientes con diagnostico de DED, tratados con SA durante 1 mes,

presentaron un aumento en la densidad de las CC conjuntivales

3. El tratamiento con colirio de SA en pacientes con DED modifico el test de
Schirmer y el test de BUT como consecuencia del aumento de la capacidad
mucinica de la conjuntiva , al haber un aumento significativo del nimero y

tamario de las células caliciformes conjuntivales.

4. El grado de metaplasia escamosa conjuntival mejoré en todos los

pacientes del estudio con DED tratados con colirio de SA.

5. Mas del 90% de la poblacion de nuestro estudio fueron mujeres . El 75% de
los pacientes de nuestra poblacion, tenia edades comprendidas entre la 42y 72
década de la vida, siendo la edad de 50 afios la mas frecuente. El 75% de los
pacientes presentaban una DED leve y moderada; el 25% restante
presentaba una DED grave . En el 25% de los pacientes de nuestra poblacion,

la DED se asocid a AR .

6. Todos los pacientes presentaron una mejoria clinica con el tratamiento
administrado de colirio de SA (1 gota de colirio de SA cuatro veces al dia

durante 1 mes).

7. En nuestro estudio, no encontramos ninguna reaccion ni efecto adverso en
el tratamiento con colirio de SA  en pacientes con DED. Todos los pacientes

presentaron buena tolerancia y buena adherencia al tratamiento.
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11.1 COMUNICACIONES A CONGRESOS Y REUNIONES CIENTIFICAS

De: SUSANA MARTIN <comunicaciones@sehhseth.es>

Enviado: domingo, 10 de noviembre de 2019 23:28

Para: Valencia Castillo, Sandra Liliana
<svalencia@saludcastillayleon.es>

Asunto: LXI CONGRESO NACIONAL SEHH-XXXV CONGRESO NACIONAL
SETH CERTIFICADO COMUNICACION

Bl
bacatsa to
PALACIE DU CONGREGDS v
HETH Heurliia

24 - 28 octibre
t_hi 1A
fethss

kg : |
Congreso Naclonal de la SERH. .
FEHH )

Congreso Naclonal de la SETH ke

Estimado/a. Dr./a. Valencia Castillo,

Adjunto remitimos certificado de presentacion de su trabajo titulado: SUERO
AUTOLOGO AL 20% EN EL SINDROME DEL OJO SECO, dentro del "LXI
CONGRESO NACIONAL SEHH-XXXV CONGRESO NACIONAL SETH",
celebrado en Valencia los dias 24 al 26 de ocubre de 2019.

Atentamente,

Susana Martin Guijarro

Departamento de Congresos SEHH-SETH

C/ Aravacan® 12,1°B

28040 Madrid

Tel.: + 3491319 1998-6289234 14

Correo electrénico: congresos@sehhseth.es
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|Er- ) LX| Valencic e
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Iﬁl SUERO AUTOLOGO AL 20% EN EL SINDROME DEL 0JO SECO

Valencia Castillo SL ; Garcia Frade JA; Sdez Martin E; Torres Tienza A; Diaz Valdés J; Olivier Cornacchia C;
Garcia Mateo A; Marcellini Antonio S; Zato Hernandez E; Queizan Hernandez J.A
Servicio de Hematologia y Hemoterapia del Complejo Hospitalario de Segovia
AJefe de Servicio Hematologia y Hemoterapia. Hospital Rio Hortega Valladolid

Intretiweion: El colirio de suero autdlogo (SA) , es un producto obtenido de la separacion de los diferentes componentes
sanguineos del propio paciente. Posee muchos factores de crecimiento que ayudan a regenerar ciertas patologias oculares como el
Sindrome del Ojo Seco.(SOS). El SOS es una enfermedad multifactorial muy frecuente caracterizada por una cantidad y calidad
deficiente de lagrima. Los tratamientos convencionales con lagrimas artificiales carecen de muchos de los componentes activos de
las lagrimas naturales. Existen diversos estudios con SA al 20% valorando la mejoria clinica de estos pacientes, pero son muy pocos
los que valoran de forma cuantitativa el grado de mejoria y los cambios metaplasicos a nivel de la conjuntiva ocular.

El objetivo de este estudio fue
analizar los cambios histolégicos de la
conjuntiva, mediante la citologia
conjuntival por transferencia y la
modificacién de los test de Schirmer y
de BUT tras el tratamiento con colirio
de SA al 20% en pacientes con SOS.

Figura 1: Esquema de elaboracion, dispensacion y posologia del cofio de Suero Autdlogo Figura 2: Recogida de_muestias de conjuntiva mediante  citologia de impresion y
enel Complejo Hospitalaro de Segovia. preparacion del colio de Suero AutSlogo al 20%.

Materiidl: El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Complejo Asistencial de Segovia en Septiembre
del 2015. Se realizé un estudio descriptivo, prospectivo y analitico cuasi- experimental en pacientes adultos con diagnéstico de
SOS a los que se les inicié un tratamiento con colirio de SA al 20%. Se excluyeron pacientes con serologia positiva para infeccién por
el virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), sifilis, presencia de sueros
hemolizados, y/o lipémicos. La muestra de sangre total fue centrifugada en el Servicio de Banco de Sangre a 3000 rpm durante 10
minutos y el suero obtenido fue enviado al Servicio de Farmacia para su preparacion a la concentracién del 20% (Figura 1). Cada
paciente fue sometido a una primera citologia de impresién conjuntival antes del tratamiento con colirio de SA al 20% (Figura 2).
El paciente se administré una gota de colirio de SA al 20%, 4 veces al dia en ambos ojos durante un mes. Al finalizar el tratamiento se
realiz6 una segunda citologia de impresién . Las citologias de impresién siempre las realizé el investigador principal en la regién
temporal superior del ojo derecho. Se determiné el nimero, tamafio, densidad, tamafio del nucleo, relaci  6n nucleo/citoplasma
(N/C) y grado de metaplasia escamosa de las células caliciformes (CC) conjuntivales . El flujo y la estabilidad lagrimal se
midieron por medio de los test de Schirmer y BUT.

Tabla I. Comparacion de las principales variables de interés, obtenidas en la citologia de impresion, antes y
después del tratamiento.

PRETRATAMIENTO POSTRATAMIENTO Resulitatiss: Se incluyeron 24 pacientes, 23 eran
%Illmlm mujeres (95,8%). La edad media fue 53,8 + 12,6 afios. El

202,3(107,5) 210,1(100,9) 62 <001

[famarodeccum | 2503) 30867 53 <0,001 41,7% presentaba SOS moderado y el 25% SOS
239081) 259072) 02 <005 severo. El 21% de los pacientes (n=5) presentaba artritis
691(1,69) 771233) 08 <001 X R p : o ,
] AT = 005 n_aumatm_de (AR). En la citologia de impresion aume_nto
027(008) 02301) 00 <001 significativamente el nimero de CC, su tamafio, relacién
Relacin Nicio | Cloplaama Cauas Caleformes - 1< 16108 enos con Sgnd e Wicoron. . Céias Catfeonmes. N/C, densidad de las CC y mejor6 el grado de metaplasia
(Tabla 1). Los test de Schirmer y BUT mejoraron de

Figura 3: Comparacion del nimero, tamafio y tamafio del nicleo de las células . i . n .
caliciformes, respectivamente, antes y después del tratamiento con Suero Autdlogo. manera significativa tras el tratamiento. En el estudio

multivariante, el incremento de células caliciformes
conjuntivales se asoci6 de manera inversa con el

1 3 ] ; = resultado del test de Schirmer y de manera directa con la
] T* ] E ﬁ densidad de CC conjuntivales antes del tratamiento con

SA al 20%.

Condlussdones: El colirio de SA al 20% modific la citologia de impresién en pacientes con SOS, aumentando significativamente el
nimero, tamarfio, densidad y relaciéon N/C de la CC, mejorando el grado de metaplasia escamosa No aparecieron reacciones
adversas.

svalencia@saludcastillayleon.es
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95 CONGRESO DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE OFTALMOLOGIA .

95 Congreso Sociedad Espanola
de Oftalmologia

PRESIDENTE
Prod, Dhe. O José Manuel Bensiez del
Castillo Sdnchez

VICEPRESIDENTE
Dr. 0. Alfansa Arias Puente

SECRETARIO GENERAL
Prof. Dr, D Juliin Garcia Feijoo

VOCALES

Dor. D, Fiélix Armadds Maresca

D, D Carlos Cortée Valdés

D [, Jroséé Luis Encinas Martin

. D. Agustin Forseca Sandomingo
Prod, Die, D% Julidn Garcia Sdncher

D 0, José Ardonio Gepinder Fernéndes
Prof, Dv. O Francisco Muiioz Negrete
Prof, Or. O, Juan Murube del Castillo

DOr. 0. José Luis Ureelay Segura

Madrid, @

del 25 al 28 de septiembre de 2019 W

D. José Manuel Benitez del Castillo Sanchez, como Presidente del
Comité Organizador, certifica que:

Las Dras. Esther SAEZ MARTIN (como autoral),
Sandra L. VALENCIA CASTILLO (como 12 coautora),
Francisco MINAYA MARTINEZ (como 2° coautor),
Sara DIEZ ARANDILLA (como 3° coautora)

Han presentado en el 95 Congreso de la Sociedad Espaficla de
Oftalmologia, celebrado en Madnd, del 25 al 28 de septiembre de
2019, la Comunicacion de Investigacion:

CAMBIOS EN LA CITOLOGIA DE IMPRESION EN 0JO SECO
TRATADO CON SUERO AUTOLOGO

Y para que conste donde proceda firma el presente certificado en
Madrid, a veintiocho de septiembre de dos mil diecinueve.

Prof. José Manuel Benitez del Castillo Sanchez
Presidents del Comité Organizador
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11.2 PUBLICACIONES A REVISTAS CIENTIFICAS

Blood Transfusion Art. n° 009-20
luisa.stea@bloodtransfusion.it <luisa.stea@bloodtransfusion.it>
Mar 14/04/2020 12:37
Para: Valencia Castillo, Sandra Liliana
<svalencia@saludcastillayleon.es>
CC: luca.mascaretti@bloodtransfusion.it
<luca.mascaretti@bloodtransfusion.it>

RLOQR

Impact Factor (2018): 3.352

Dear Ms. Sandra Liliana Valencia Castillo,

I am pleased to inform you that your manuscript 009-20 entitled
AUTOLOGOUS SERUM EYE DROPS IMPROVE TEAR
PRODUCTION, BOTH LACRIMAL FLOW AND STABILITY TESTS
AND CONJUNCTIVA IMPRESSION CYTOLOGY WITH TRANSFER
IN DRY EYE DISEASE. has been accepted on 14/04/2020 for
publication in Blood Transfusion.

Your manuscript will now be edited by our scientific editor and you
will then be sent the galley proofs for your approval.

Your work will be first pre-published on our web site and afterwards
published in the printed issue of the Journal.

Thank you for your collaboration.
Yours sincerely,

Luca Giovanni Mascaretti

Editor in Chief
Blood Transfusion

130



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL OJO SECO  DIVULGACION CIENTIFICA

oA Ay AN Autologous serum eye drops improve
RECENERATIVE MEDICINE tear production, both lachrymal flow
and stability tests and conjunctival
impression cytology with transfer
in dry eye disease

Sandra L. Valencia Casrillo!, Esther Siez Martin®, Luis J. Garcia Frade3,
E. Javier Garcia-Miguel*

m Background - Autologous serum eye drops, produced by separation of liquid
and cellular components of the patient's blood, contain biclogical nutrients
present in natural tears. The aim of this study was to analyse changes in

ATT o e T T TT_ el

conjunctival impression cytology with transfer and both lachrymal stability
and flow tests in patients with dry eye disease after treatment with autologous
serum eye drops.

Materials and methods - Conjunctival impression cytology and lachrymal
flow and stability tests, namely Schirmer's and tear break-up time, were
prospectively studied in patients with dry eye disease before and 1 month
after treatment with autologous serum eye drops.

Results - Twenty-four patients (23 women, mean age 53.8+12.6 years) were
included in the study. Ten patients (41.7%) had moderate and six (25.0%0)
had severe dry eye disease. Five patients had rheumatoid arthritis. After
treatment, the number and density of conjunctival goblet cells, their size, the
size of their nuclei and the nucleus/cytoplasm ratio increased significantly
(202.3+107.5 vs 210.1+100.9 cells/mm?, p=0.01). Seven of ten patients with
grade 3 or 4 metaplasia had an improvement in the degree of metaplasia.
Both Schirmer “s test and tear break-up time improved significantly in this
subgroup of patients. In the multivariate study, the increase in conjunctival
goblet cells was associated with the number of goblet cells and the size of the
cytoplasm at baseline. No adverse reactions were noted.

Discussion - Treatment with autologous serum eye drops for 1 month was well
tolerated and improved tear production, lachrymal flow and stability tests
and conjunctival impression cytology with transfer, increasing the density of
the goblet cells.

Keywords: dry eye di log serum, junctival impression cytology
goblet cells, squamous metaplasia.

Arvived: 12 January 2020

Revision accepted: 14 April 2020

Correspondence: Sandra L Valencia Castillo

e-mail: sualencia@saludeastillayleon.es

tear film instability and hyperosmolarity, ocular surface inflammarion and damage,

Imagen de las galeradas del articulo relacionado con el estudio.
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XII. ANEXOS

12.1 ANEXO I. RESOLUCION DEL PROCEDIMIENTO DE CLA SIFICACION
DE ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

. DEPARTAMENTO

[ it agencia espafiola de DE MEDICAMENTOS
» DESANIDAD, SERVICIOS SOCIALES medicamentos y DE USQ HUMANO
g EIGUALDAD : - o productos sanitarios

MiNSTERIO

ASUNTO: RESOLUCICI_\I DEL PROCEDIMIENTO DE CLASIFICACION DE
ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

DESTINATARIO: D# SANDRA LILIANA VALENCIA CASTILLO

Vista la solicitud-propuesta formulada con fecha 16 de marzo de 2015, por D® SANDRA
LILIANA VALENCIA CASTILLO , para la clasificacion del estudio titulado “EMPLEO DEL
SUERO AUTOLOGO EN EL TRATAMIENTO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO
DE OJO SECO.” con codigo SVC-SUE-2015-01. y cuyo promotor es D* SANDRA
LILIANA VALENCIA CASTILLO., se emite resolucion.

Se han tenido en cuenta en la presente resolucion las respuestas remitidas por
el solicitante con fecha 17 de marzo de 2015, en contestacién a las aclaraciones
solicitadas el 16 de marzo de 2015.

El Departamento de Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), de conformidad con los preceptos
aplicables, " RESUELVE clasificar el estudio citado anteriormente como “Estudio
Posautorizacion de seguimiento prospectivo (abreviado como EPA-SP).

El promotor del estudio deberd remitir solicitud de autorizacion del mismo @ a
todas aquellas Comunidades Auténomas en las que se pretenda llevar a cabo,
incluyendo la siguiente documentacion {(una copia en papel y otra en formato
electronico) y enviando una copia de la misma (papel y formato electrénico) a la
AEMPS en el momento de la primera solicitud de autorizacion:

e« Carta de presentacion dirigida a los responsables de esta materia en la
Comunidad Auténoma'® en la que se solicite la autorizacion del estudio e indique
la direccion y contacto del solicitante y la relacion de documentos que se
incluyent®,

* Resolucion de la AEMPS sobre la clasificacion del estudio

¢ Protocolo completo, incluidos los anexos, y donde conste el nimero de pacientes
que se pretenden incluir en Espaiia, desglosado por Comunidad Auténoma.

¢ Dictamen favorable del estudio por un CEIC acreditado en Espania.

¢ Listado de Centros Sanitarios donde se pretende realizar el estudio, desglosado
por Comunidad Auténoma

« Listado de investigadores participantes en la Comunidad Auténoma.

s Si el estudio se pretende realizar en otros paises, situacion del mismo en éstos

ORREQ ELECTRONICO

| ALARIAETA 4 rrieiaa s
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e e DEPARTAMENTO

¢ MINISTERIO sl agencia espariola de OE MEDICAMENTOS
DE SANIDAD, SERVICIOS SOCIALES medicamentos y DE USO HUMANO
EIGUALDAD: S m productos sanitarios

¢ Documento acreditativo de haber satisfecho las tasas correspondientes, en
aquellas CC.AA. donde se exijan.

El plazo maximo establecido para emitir resolucion por parte de cada CC.AA. sera
de 90 dias naturales. Si transcurrido el mismo la CC.AA. no se hubiese pronunciado, se
entendera autorizado el estudio en esa CC.AA.

Contra la presente resolucion que pone fin a la via administrativa podra
interponerse Recurso Potestativo de Reposicidn, ante la Directora de la Agencia, en el
plazo de un mes a contar desde el dia siguiente a aquel en que tenga lugar la
notificacion de la presente resolucion.

Madrid, a 18 de marzo de 2015

EL JEFE DE DEPARTAMENTO DE
MEDICAMENTIOS DE USC HUMANO

CésarH\{néndez Garcia

" Son de aplicacion al presente procedimiento Ta Ley 30/1992, de 26 de noviembre, de Régimen Juridico de las
Administraciones Publicas y del Procedimiento Administrativo Com(in; la Ley 12/2000, de 29 de diciembre, de
medidas fiscales, administrativas y de orden social; la Ley 29/2006, de 26 de julio, de Garantias y Uso Racional de
los Medicamentos y Productos Sanitarios; el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los
ensayos clinicos con medicamentos; el Real Decreto 1275/2011, de 16 de septiembre, por el que se crea la Agencia
estatal "Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios” y se aprueba su estatuto; el Real Decreto
577/2013, de 26 de julio, por el que se regula la farmacovigilancia de medicamentos de uso humano y la Orden
SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las directrices sobre estudios posautorizacion de tipo
observacional para medicamentos de uso humano.

2 De acuerdo con la Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre.
kS Directorio disponible en la pagina web de la AEMPS
(http:/ww.aemps. es/actividad/finvClinica/estudiosPostautorizacion.htm})

4 En el caso de que el promotor no sea quien presente la documentacion, se debera incluir en la misma un
documento que indique las responsabilidades delegadas por el promotor a la persona o empresa que actua en su
nombre.

% De conformidad con lo dispussto en los articulos 116 y 117 de la Ley 30/1992, de 26 de noviembre, o Recurso
Contencioso-Administrativo ante el Juzgado Central de lo Contencioso-Administrativo de Madrid, en el plazo de dos
meses contados desde el dia siguiente al de la notificacién de la presente resolucion, de conformidad con la Ley
29/1998, de 13 de Julio, reguladora de la Jurisdiccion Contencioso-Administrativa, sin perjuicio de poder ejercitar
cualquier otro recurso que se estime oportuno. En caso de interponerse recurso de reposicion no podra interponerse
recurso contencioso-administrativo hasta la reselucion expresa o presunta del primero.

ORREQ ELECTRONICO

C/ CAMPEZO. 1 -EDIFICIO 8
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ANEXOS

Sl Al G o DEPARTAMENTO

G gIENSImgng SERVI(‘:I oé SOCIAILIEE'- i agencia espafiola de DE MEDICAMENTOS
et | | B 5 sorum
DESTINATARIO: D? SANDRA LILIANA VALENCIA CASTILLO

40001 - SEGOVIA

C/ SANTA ISABEL, 11. PORTAL 2. 3°F

Fecha: 18 de marzo de 2015

REFERENCIA: ESTUDIO SUERO AUTOLOGO

ASUNTO: NOTIFICACION DE RESOLUCION DE CLASIFICACION DE

ESTUDIO CLINICO O EPIDEMICLOGICO

Adjunto se remite resolucion de clasificacion sobre el estudio titulado “EMPLEO DEL
SUERO AUTOLOGO EN EL TRATAMIENTO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO

DE OJO SECO.” con codigo SVC-SUE-2015-01.

= MINISTERIO DE SANIDAD, SERVICIOS
dami SOCIALES E IGUALDAD
dipEs REGISTRO AUXILIAR

AGENCIA E. DE MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS

ORREQ ELECTRONICO SANITARICS
SALIDA

M Ha Danictra: 2044 | D/ 49080
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12.2 ANEXO Il. HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO PARA CITOLOGIA DE IMPRESION CONJUNTIVAL E N
EL ESTUDIO: Empleo del Suero Autdlogo en el tratami  ento de

paciente con diagndstico de “ojo seco”.

El sindrome del ojo seco, también conocido como enf ermedad del ojo
seco 0 queratoconjuntivitis seca, es un desorden pr oducido por multiples
causas que se caracteriza porque el ojo no es capa  de producir suficiente
lagrima, 6 ésta es de calidad deficiente, lo que pr  oduce una alteracion de
la pelicula lagrimal que recubre la superficie del 0jo. Esto provoca mayor
sequedad e irritacion del ojo, pudiendo causar incl uso dafnos a nivel de la
corneay la conjuntiva.

Se estima que el sindrome del ojo seco lo padece entre un 5 y un 30% de la
poblacion, siendo mas frecuente en personas de edad avanzada. Este
sindrome es uno de los principales motivos de consulta de Oftalmologia, ya
que hasta un 30-35% de las consultas pueden guardar relacibn con esta
patologia.

El diagnodstico del ojo seco se basa en la presencia de sintomas y de una
exploracion fisica compatible, y en los resultados de diferentes pruebas
diagndésticas como la citologia de impresion conjuntival.

El tratamiento del sindrome del ojo seco, ademas de tratar la causa que lo
produce, suele ser gotas de lagrima artificial, y cuando las molestias no
responden a las gotas de lagrima, se puede emplear el tratamiento con suero
autologo.

Usted padece un sindrome de ojo seco y su oftalmélogo ha indicado
tratamiento con gotas de suero autbélogo. Le invitamos a que participe en el
estudio “Empleo del suero autélogo en el tratamiento de paci  entes con
diagnéstico de ojo seco” que se esta llevando a cabo en el Complejo
Asistencia de Segovia. Si usted decide participar en el estudio, se realizaran
dos citologias de impresion conjuntival, una al principio del tratamiento y otra al
final con el objetivo de ver la eficacia del mismo. Las muestras seran
empleadas en estudios meédicos con estos propositos Unicamente en este
estudio.

Usted debe saber que el estudio no esta financiado por ninguna institucion
médica ni farmacéutica, los investigadores principales no tienen remuneracion
alguna y tampoco los paciente participantes. En caso de decidir no participar en
este estudio, su tratamiento, cuidados y seguimiento, no se veran modificados
ni afectados.

Citologia de impresién conjuntival. Consentimiento informado
La citologia de impresion de la conjuntiva es unat  écnica no invasiva que
permite determinar el grado de metaplasia escamosa de la superficie

conjuntival (alteracion de las células de la conjun tiva).
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El examen citolégico de la superficie ocular permite evaluar la capa superficial
de células de la conjuntiva. Esta prueba permite conocer la morfologia celular y
las alteraciones que en ella acontecen durante las enfermedades.

La citologia de impresion conjuntival es una técnica que permite obtener una
fina lamina de la superficie de la conjuntiva del ojo (la capa mas superficial, no
relacionada con la vision, que cubre la parte blanca del 0jo). Se realiza
posando el extremo de una ira fina de papel de celulosa sobre la conjuntiva,
para a continuacion levantarla de ella. De esta manera, podemos recoger
generalmente una capa superficial de células de la conjuntiva, que luego
pueden ser analizadas para averiguar caracteristicas normales de la superficie
del ojo (en personas sanas), 0 bien consecuencias relacionadas con
tratamientos que el paciente pueda estar tomando o con enfermedades que
pueda tener.

La citologia de impresion conjuntival es un procedimiento de toma de muestras
de células que se considera no invasivo e inocuo, es decir, generalmente no
acarrea ningun dafo para el sujeto al que se le hace. Puede notar, al levantar
el papel de la conjuntiva, un leve tirébn o una sensacion de que se queda algo
pegado al papel. Casi nunca deja molestia y es excepcional que el ojo se
enrojezca o tenga algun otro problema. No existe perjuicio significativo para el
0jo, por la utilizacion de la técnica explicada. En los trabajados cientificos
revisados acerca de la citologia de impresion conjuntival, se describe un efecto
adverso leve por cada cien miel (100.000) citologias realizadas.

Todos sus datos personales y los datos recogidos en el estudio seran
tratados conforme a lo establecido en la LOPD.

He leido esta hoja de informacion y consiento libre y voluntariamente en que se
me realice la citologia de impresién conjuntival segun se me ha explicado.

He podido hacer cuantos preguntas he querido, en relacién con ello, y me han
sido contestadas satisfactoriamente.

También estoy informado de que puedo revocarlo en cualquier momento, si

cambio de opinion.

Segovia, a ...... de oo, De 2017

Firma del Paciente o Representante legal Firma del médico que informa

126



COLIRIO DE SUERO AUTOLOGO EN EL OJO SECO ANEXOS

REVOCACION
YO,D/ID? ..o iieiieiieieen. CONDNI

REVOCO el consentimiento prestado enfecha .................ccoceeiis y no deseo
continuar con el estudio, que doy con esta fecha por finalizado.

En Segovia, a ........ de .......oeeviiiiiiiiiiinnn... de 20

Firma del Paciente o Representante legal Firma del médico que informa
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12.3 ANEXO Ill. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

1. Paciente nimero:

2. Edad (afios):

3. Sexo:

F

4. Tipo de o0jo seco:

Acuodeficiente
Lipodeficiente
Mucodeficiente
Epiteliopético

No ocular, exocrinodeficiente

5. Etiologia del ojo seco

6. Grado clinico del ojo seco:

7. Numero de células caliciformes conjuntivales:

Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4
Grado 5

>400 células caliciformes

300-400 células caliciformes

200-300 células caliciformes

50-200 células caliciformes
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¢ 10-50 células caliciformes

e <10 células caliciformes

8. Densidad de células caliciformes conjuntivales:

9. indice de la capacidad mucinica de las células conjuntivales

10.Grado de metaplasia escamosa

* GradoO
» Gradol
* Grado 2
 Grado 3
» Grado4
e Grado5
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12.4 ANEXO IV. FICHA TECNICA DE ELABORACION DEL COL IRIO DE SA.

FICHA TECNICA DE ELABORACION

NOMBRE: SUERO AUTOLOGO 20%

FORMA FARMACEUTICA: Colirio. Preparacion de riesgo medio.

Datos Cantidad Utillaje

Jeringas de 2 y 50 mL.

BUERLDELEACIENIE Filtro esterilizante (0,22 micras).

1 mL

Material de acondicionamiento

ANEXOS

Frasco estéril para colirios.
Etiquetas autoadhesivas.
Bolsas con autocierre y bolsas para sellar

SUERO FISIOLOGICO 0,9% 4mL *

USO TERAPEUTICO: Keratoconjuntivitis sicca grave.

METODO ELABORACION: Todas las manipulaciones se realizan en la cabina de Flujo Laminar

Horizontal. Se prepararan tantos colirios como cantidad de suero se obtenga: en el caso de 10 mL de suero:
1. Partimos de 10 mL de suero del propio paciente tratado por el Servicio de hematologia, se diluye con

40 mL de Suero Fisiologico 0,9%.

A continuacion se reparten los 50 mL en frascos estéril especial para colirios ¢on un volumen de 5

mL en cada frasco.

Etiquetamos y lo introducimos en una bolsa con autocierre. Cuando elaboremos lotes, introduciremos

posteriormente todos los colirios (en su bolsa autocierre) en una bolsa para sellar y sellaremos.

Tomamos una muestra (aprox. 1 mL) para control microbiolégico con una jeringa de 2 mL. La

introducimos en una bolsa para sellar, sellamos y etiquetamos.

2.

3.

4.

CARACTERISTICAS: Solucién clara. Sin particulas en suspension.

CONSERVACION:

e 7 dias en nevera

MUESTRA ETIQUETA:
H. 6. 5/ Farmacia
COLIRIO SUERO

e 3
3 meses en congelador ACTOL 6%
USO TOPICO OFTALMICO
Lote:
CAD iniciado: 7 dias
CAD a -20°C:

Nombre del paciente

INFORMACION AL PACIENTE

Uso topico oftalmico. Conservar en nevera entre 2 y 8° C, desechar el colirio una vez pasada la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta.
Este colirio esta preparado a partir de suero de su sangre y no contiene ningiin conservante para evitar
problemas de toxicidad sobre la superficie ocular. Por ello es importante que siga las siguientes instrucciones
para evitar su contaminacion: }

1. Debe conservar el colirio en la nevera. :

2. Debe aplicarse el colirio de 6 a 10 veces al dia, una gota cada vez.

3. Previamente se lavara las manos y al instilarlo tendra culdado de no tocar el extremo del dosificador

con los dedos o la superficie del ojo o pestafias. o

Cada frasco se empleard solo durante 5 dias tras los cuales se desechara en contenedor de material
bioldgico.

4.

BIBLIOGRAFIA:

e Farmaciahospitalaria 2003.
Tsubota K. Goto E, Shimmura S, Shimazaki J. Treatment of persistent corneal epithelial defect by
autologous serum application. Ophthalmolgy 1999; 106: 1984-1989.
Tsubota K, Goto E, Fujita H, et al.(1999) Treatment of dry eye by autologous serum application in
Sjogren's syndrome. Br J Ophthalmol 83:390-395.

VALIDACION DEL FARMACEUTICO FIRMA
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12.5 ANEXO V. TRAZABILIDAD DE LA ELABORACION DEL CO LIRIO DE

SA AL 20%
SUERO AUTOLOGO 20% COLIRIO
ELABORACION
Nombre comercialy |Cantidad suero | Tipo de suero Estabilidad Firma Fco
presentaciéon del paciente a
tomar
Suero del paciente 10 ml Aiiadir 40 ml Suero |7 dias Nev.
Saline Fisiolégico* |3 mes. Cong

Nota: El ejemplo esta calculado para 10ml, en caso de cantidad de suero del paciente diferente ver
tabla adjunta* REPARTIR 5ml EN CADA FRASCO DE COLIRIO.
REGISTRO DE ELABORACION

Fecha Lote Cantidad Enfermera Farmacéutico Paciente
SUERO SUERO

AUTOLOGO SSF AUTOLOGO SSF
1ml 4 ml aml 36 ml
2ml 8 mi 10 ml 40 ml
3ml 12 ml 11 ml 44 ml
4 ml 16 ml 12 ml 48 ml
5ml 20 ml 13 mi 52 ml
6ml 24 ml 14 ml 56 ml
7 ml 28 ml 15 ml 60 ml
8 ml 32 mi
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INFORMACION DEL EMPLEO DEL COLIRIO D E SA
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12.7 ANEXO VI. APROBACION POR EL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL AREA DE SEGOVIA (CEIC)

A, COMPLEJO HOSPITALARIO
'n HOSPITAL GENERAL
‘" C/ Miguel Servet, s/n. Sacyl
40002 - Segovia

Fax: 921 44 05 32 . . . =
Teléf. 921 41 91 00 Comité Etico De Investigacién Clinica

del Area de Segovia (CEIC)
D®. M* BELEN CANTON ALVAREZ, COMO PRESIDENTA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL AREA DE SEGOVIA.

CERTIFICA

Que este Comité ha ponderado y evaluado en sesién celebrada el 10 de septiembre de 2015
(Acta 07/2015), y a propuesta del Investigador del estudio Dra. Sandra Valencia Castillo,
sobre el estudio titulado:

“EMPLEO DEL SUERO AUTOLOGO EN EL TRATAMIENTO DE PACIENTES
CON DIAGNOSTICO DE 0JO SECO”.

Que a dicha sesion asistieron los siguientes integrantes del Comité:

— Dr. Martin L. Vargas Aragén.- (Psiquiatria)
Dr. D. Francisco Javier Garcia de Miguel.- (Anestesia)
Dr. Angel Luis Fuentes de Frutos.- (Anestesiologia y Reanimacion).
D. Jesiis M* Esteban Tinaquero.- (Licenciado en Derecho).
D. Enrique Vicente Yubero.- (Enfermero)

Que dicho Comité, estd constituido y actia de acuerdo con la normativa vigente y las
directrices de la Conferencia Internacional de Buena Préctica Clinica.

11 - 107128

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del Estudio en relacién con los objetivos
del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, teniendo
en cuenta los beneficios esperados.

El procedimiento para obtener el consentimiento informado y el plan de reclutamiento de
sujetos previstos son adecuados y tiene el V° B® de CEIC. _

_ La capacidad del investigador y sus colaboradores y las instalaciones y medios disponibles
son apropiados para llevar a cabo este Estudio.

Por tanto, este Comité Etico de Investigacién Clinica, ante el Estudio presentado y
habiendo tenido en cuenta el cumplimiento de la legislacion vigente, acepta que dicho
Estudio sea realizado en el Hospital, por el investigador que lo propone.

i

% "'Prf‘:svi,d.‘c‘nigdel CHIC nciones

Junta de
®P Castilla y Ledn
Consejeria de Sanidad
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