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“Todos somos genios. Pero si juzgas a un pez por su habilidad de trepar un arbol,
vivira toda su vida creyendo que es estupido.” Albert Einstein

“La observacion indica como esta el paciente; la reflexion indica qué hay que hacer;
la destreza practica indica cdmo hay que hacerlo. La formacidn y la experiencia son
necesarias para saber como observar y qué observar; como pensar y qué pensar.”

Florence Nightingale
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Resumen de la tesis doctoral

Justificacion. Cuando el limbo esclero-corneal, nicho de las células madre epiteliales
corneales, sufre una alteracién funcional o estructural extensa, se desarrolla un
sindrome de insuficiencia limbar (SIL) que conduce al fracaso del epitelio corneal,
causando disminucion visual y dolor. El abordaje quirdrgico mas actual de los SIL
completos y graves es la terapia celular y, concretamente, los trasplantes de epitelio
limbar cultivado (CLET), en los que nuestro grupo de trabajo ya tiene experiencia y que
se aprueban, de momento, de forma individual, por la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios.

Hipdétesis. Para demostrar que los trasplantes de células madre mesenquimales
(MSCT) también podrian ser utiles, disminuyendo los costes sanitarios y la morbilidad
del receptor, se planted la hipotesis de que los MSCT alogénicos eran tan bien
tolerados y eficaces como los CLET alogénicos. Pero, ademas, se planted que estas
terapias no lograban mejorar la arquitectura del nicho limbar, ni siquiera en los casos
exitosos.

Objetivos. Se planted la descripcion de las variables clinicas, el fenotipo del epitelio
central de la cérnea y del nicho limbar, mediante microscopia confocal in vivo (MCIV)
en estos dos grupos de estudio previo a la cirugia de trasplante. Se establecieron los
posibles cambios clinicos y del fenotipo del epitelio del centro corneal y la modificacién
microscopica del nicho limbar a los 6 y 12 meses tras la realizacidn de un trasplante de
células madre, tanto CLET como MSCT, discerniendo éxitos de fracasos. Y por ultimo,
se evalud la existencia de una posible relacién entre un resultado final de éxito o
fracaso en la reconstruccién del epitelio corneal central y un posible cambio en el
aspecto microscdépico del nicho limbar.

Metodologia. Se realizdé un ensayo clinico de prueba de concepto, en fase I/l
aleatorizado, controlado y doble enmascarado con ambos tipos celulares. Las variables
de éxito requerian, no sélo una mejoria clinica (éxito parcial) sino también una mejoria
en el fenotipo epitelial corneal central evaluado por microscopia confocal in vivo (éxito
completo), a los 6 y a los 12 meses tras el trasplante. Con esta misma técnica, se

evalud exhaustivamente el nicho limbar en sus cuatro cuadrantes.



Resultados. Los MSCT (n=17) fueron tan seguros y eficaces (éxito global del 77,8% y
85,7% a los 6 y 12 meses) como los CLET (n=11) (72,7 y 76,5% a los 6 y 12 meses). La
mejora del fenotipo epitelial central corneal a los 12 meses para MSCT (71,4%) no
mostré diferencias significativas con el grupo CLET (66,7%). En el nicho limbar, no se
observaron cambios significativos ni entre grupos ni entre visitas.

Conclusiones. Las células madre mesenquimales alogénicas han demostrado ser tan
seguras y eficaces como las limbares alogénicas para reconstruir epitelio corneal. El
éxito o fracaso de dichos tratamientos no esta determinado por la situaciéon anatémica

del nicho limbar, pues éste no ha mostrado signos de recuperacién estructural.
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1. Justificacion

La cérnea es la cubierta anterior y mas externa del ojo. Es una estructura
avascular y transparente, formada por 5 capas.

La capa mas externa es el epitelio corneal, cuya regeneracién se produce
aproximadamente cada 7 dias. Este proceso se lleva a cabo gracias a las células madre
epiteliales situadas en el nicho celular limbar, que asienta en el limbo esclero corneal.
El limbo es la zona de transicion entre la cérnea transparente por un lado vy, la
conjuntiva y esclera opacas por otro. Estas células se hallan en la parte mas profunda
de unas estructuras limbares denominadas empalizadas de Vogt de manera que se
encuentran mas protegidas del exterior."?

Cuando esta region de la superficie ocular sufre una alteracion lo
suficientemente importante como para que la funcién del nicho limbar se altere y
desencadene patologia corneal, se produce el cuadro clinico denominado sindrome de
insuficiencia limbica o limbar (SIL).?

El SIL tiene dos componentes interrelacionados. Por un lado, se rompe la
barrera limbar, favoreciendo la penetracién de tejido conjuntival en la cérnea,
fendmeno conocido como conjuntivalizacién o pannus. Por otro lado, al fallar las
células madre, se altera la regeneracion del epitelio corneal, produciendo un fracaso
del mismo que se manifiesta como una alteracion de la barrera epitelial de la cérneay,
finalmente, como defectos epiteliales persistentes y recurrentes o ulceras epiteliales
corneales. Naturalmente estos dos fendmenos van frecuentemente asociados.’

Estas alteraciones de la superficie corneal generan una clinica caracterizada por
fotofobia, pérdida de vision, lagrimeo, blefaroespasmo y episodios reiterados de dolor,
provocados por las erosiones epiteliales y la inflamacién subsiguiente.”

El tratamiento tiene, en primer lugar, un abordaje médico, destinado a tratar la
causa y a controlar la inflamacidn; en segundo lugar, y si no se soluciona con el
tratamiento médico, habrd de abordarse quirdrgicamente, con el fin general de

aportar nuevas células madre.



Justificacion

La opcidn quirdrgica utilizada hasta hace pocos afios era el trasplante de tejido
limbar esclero-corneal autdlogo (procedente del ojo sano contralateral) o alogénico
(procedente de otro individuo donante, vivo o cadaver). Nuestro grupo de trabajo’
mostrd, en su estudio retrospectivo y multicéntrico (en el que intervinieron centros de
la Red Tematica de Investigacion Cooperativa en Oftalmologia del instituto de Salud
Carlos Ill), que se obtenian mejores resultados en los trasplantes de limbo autdélogo
(81% de éxitos) que en los alogénicos (7,1% de éxitos). Ademas, el trasplante autélogo
no precisa, ldgicamente, tratamiento inmunosupresor, pues no podran aparecer
fendmenos de rechazo inmune. Este estudio también se confirmé que el éxito era
menor (14,3%) en patologia inflamatoria de base inmunoldgica y mayor (80%) en el
pterigium. El mayor porcentaje de éxito se observo en los trasplantes de limbo
autodlogos y mujeres, en las cuales, se hallaron pobres resultados en trasplantes
alogénicos.

El resultado de este trabajo en nuestro entorno, ademas de otros publicados en
otras localizaciones geograficas, dejo claro que era necesario buscar otras soluciones
qgue no implicaran trasplantar tejidos, sino células. Asi, no seria necesario agredir a un
ojo donante sano, se trasplantaria una cantidad de células mucho mayory, ademas, la
inmunosupresion en el caso de trasplante alogénico, no habria de ser tan intensa 'y
duradera. De esta manera, nacio, en 1997,° la opcién de trasplantar células limbares
cultivadas en un sustrato especifico con el que se pretende el traspaso de un gran
nimero de ellas a partir de una donacién de tan solo 1-2 mm?. Nuestro grupo de
trabajo empez6 a trabajar en este tema, demostrando la posibilidad de obtener mas
de un explante limbar viable de células madre cultivadas de una sola muestra de
biopsia’ y optimizando asi mismo los diferentes métodos de extraccién de las celulas
limbares a partir del tejido® y los medios de cultivo.’

En los ultimos afios, se han publicado numerosos estudios y ensayos clinicos en
los que el trasplante de células limbares epiteliales previamente cultivadas demostré
ser seguro y eficaz. De hecho, también nuestro grupo de trabajo avanzé en esta linea,
publicando recientemente un estudio en el que se realizaron dichos trasplantes

celulares, tanto autélogos como alogénicos a pacientes con SIL de diversas etiologias y
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en el que se demostré una tasa de éxito, (80% en los dos primeros afios), igual para
autotrasplantes que para alotrasplantes.™

Posteriormente, y para solventar los problemas de obtencidn del tejido limbar
de donante, nuestro grupo de trabajo se ha planteado la posibilidad de usar células
mesenquimales, en concreto de tejido adiposo humano, lo cual permite una
adquisicion facil y mas rentable. De hecho, hemos demostrado in vitro la capacidad de
estas células de obtener un fenotipo mas epitelial,'' y su eficacia en modelos
experimentales de SIL.* Sin embargo, atin no se ha demostrado su seguridad y eficacia
en estudios clinicos.

Pero esta solucion, es decir, el trasplantar células madre de la superficie ocular,
en principio, no parece suficiente para asegurar la reconstruccidn de la superficie
ocular normal. Al administrar Unicamente células, no se implanta el nicho en el cual
maduran; por lo tanto, seria de gran importancia que estas células fuesen capaces de
crear su propio nicho de crecimiento y asegurar asi la viabilidad de su futuro y el del
epitelio corneal.

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la herida por una biopsia limbica
de tan solo 1-2 mm?® para su posterior cultivo y trasplantes, deja una cicatriz
permanente (al menos hasta los 6 meses posteriores) y que el nicho, en esa zona, no
recupera su anatomia normal previa.13 Pero se desconoce si el trasplante celular
limbar, adn siendo exitoso en la reparacidn del epitelio corneal, mejoraria la apariencia
histoldgica del nicho limbar; es decir, no se sabe aun si el trasplante de células madre
en la superficie ocular funcionaria, al menos en parte, promoviendo una vuelta,
aunque fuera parcial, a la normalidad previa. De hecho, a dia de hoy, aun se desconoce
el mecanismo de accion por el cual los trasplantes de células madre, logran éxito sobre
la superficie corneal.

Por lo tanto, se hace necesario saber como se modifica el nicho limbar ante la
aportacién externa de células madre, no sélo para intentar averiguar un aspecto de su
mecanismo de accidn sino también antes de emprender futuras aproximaciones
terapéuticas que intenten, por ejemplo, utilizar biopolimeros para reconstruir estos
nichos, algo en lo que nuestro grupo de investigacion lleva afios trabajando en el
contexto del Centro de Investigacion Biomédica en Red de Bioingenieria, Biomateriales

y Nanomedicina (CIBER-BBN)."
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2. Hipodtesis

La hipdtesis de trabajo de esta tesis doctoral establece que el trasplante de
células madre mesenquimales derivadas de médula ésea (MSCT) alogénica es tan
seguro y eficaz como el de células limbares epiteliales cultivadas (CLET), también
alogénico para la reparacion de la cérnea fracasada por un sindrome de
insuficiencia limbar (SIL). Pero, ademads, establece que dichos trasplantes celulares
no logran mejorar la estructura del nicho celular limbar, de manera que el
resultado final del trasplante en la reconstruccidn del epitelio corneal central no

seria debido a una recuperacién de la arquitectura limbar normal.



Hipodtesis
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3. Objetivos

Para demostrar la hipdtesis de trabajo, se planted el analisis detallado del nicho
limbar de células madre epiteliales de la cdrnea en aquellos pacientes que
participarian en un ensayo clinico en el que se probarian dos tipos celulares distintos.
Esto permitiria relacionar los posibles hallazgos en el nicho limbar a lo largo del tiempo

con el éxito o fracaso de estos trasplantes, asi como con el tipo celular empleado.

Objetivo 1
Descripcion de las variables clinicas y del fenotipo del epitelio existente en el
centro de la cérnea, mediante microscopia confocal in vivo (MCIV), en
pacientes con SIL que van a ser sometidos a un trasplante de células madre y
aleatorizados para recibir un trasplante de células limbares epiteliales
cultivadas (CLET) o de células madre mesenquimales (MSCT), ambas de origen
alogénico.

Objetivo 2
Descripcion del nicho limbar, en esos mismos pacientes, utilizando la misma
técnica de imagen, MCIV, y analizando la posible relacion con el fenotipo
epitelial descrito en la cdrnea.

Objetivo 3
Evaluacion del posible cambio clinico y en el fenotipo del epitelio del centro
corneal alos 6 y 12 meses tras la realizacion de un trasplante de células madre,
tanto CLET como MSCT, discerniendo éxitos de fracasos.

Objetivo 4
Analisis de la posible modificacion microscoépica en el nicho limbaralos 6y 12
meses tras la realizacidén de un trasplante de células madre tanto de origen
epitelial (CLET) como de estirpe mesenquimal (MSCT).

Objetivo 5
Evaluacidn de la existencia de una posible relacién entre un resultado final de
éxito o fracaso en la reconstruccién del epitelio corneal central y un posible

cambio en el aspecto microscopico del nicho limbar.
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4. Introduccion

4.1. Superficie ocular

La superficie ocular se define como aquellos tejidos del ojo que estdn en
contacto con el medio ambiente. Comprende, por lo tanto, los epitelios conjuntival,
limbar y corneal, asi como la pelicula lagrimal suprayacente y el tejido conectivo
inmediatamente subyacente. Su principal misién es el mantenimiento de la integridad
15,16

estructural y funcional de la cérnea, manteniéndola compacta y trasparente.

(Figura 1)

Figura 1. Tejidos epiteliales que forman parte de la superficie ocular; de derecha a
izquierda: cérnea, limbo y conjuntiva. Tincidn hematoxilina-eosina. Aumentos 10 X.
Imagen cedida por el laboratorio de patologia ocular (LPO). IOBA.

A continuacién se exponen sus principales componentes a excepcion de la

pelicula lagrimal.

4.1.1. Cornea

La cdrnea es una estructura avascular, transparente y ricamente inervada que
se encuentra en contacto con la pelicula lagrimal en la cara anterior y con el humor

acuoso en la parte posterior."” (Figura 2)

17



11 - 12 mm de didmetro horizontal y 10,6 mm de diametro vertical. (Figura 2ay 2b)

Introduccion

Presenta una forma convexa y asférica, cuyas medidas aproximadas son entre

Limbo

Cornea

Figura 2a. Fotografia de la cérnea realizada
mediante ldmpara de hendidura. Vista frontal.
Imagen cedida por el area clinica. IOBA.

Figura 2b. Fotografia de Ia
cérnea realizada mediante
[dmpara de hendidura. Vista
lateral. Imagen cedida por el
area clinica. IOBA.

El espesor corneal es mayor en la periferia, en torno a 600 um, con un radio de

curvatura alrededor de 6,2-6,7 mm y es menor en la zona central, en torno a 500-550

um, con un radio de curvatura en torno a 7,5-8,0 mm. Sus funciones principales son

mantener su transparencia, imprescindible para la transmision de la luz, permitir

focalizar la imagen en la retina, gracias a las +42 DP de poder refractivo, junto con la

potencia didptrica del cristalino, y actuar como barrera frente a las diferentes

agresiones (fisicas y quimicas) que pueden amenazar al globo ocular.

La cérnea tiene 5 capas histoldgicas (sin considerar la conflictiva capa de Dua

publicada recientemente) que, desde la cara mas externa hacia la cdmara anterior son:

(Figura 3)

Epitelio corneal

Capa de Bowman
Estroma

Membrana de Descemet

Endotelio

18



Tesis doctoral: “Estudio mediante microscopia confocal del nicho limbar en pacientes con sindrome de
insuficiencia limbica sometidos a trasplante de células madre

Epitelio

== _== === Bowman

= = —=— (— Estroma

(— Epitelio

f € Plexo nervioso

— == = ';7;::‘ Descemet
Endotelio

(— Estroma

Figura 3a. Corte histoldgico de la cornea. Tincion con
hematoxilina-eosina. Aumentos 10 X. Imagen cedida
por el Laboratorio de Patologia Ocular. IOBA.

Figura 3b. Corte oblicuo de la
cornea realizado con
microscopia confocal in vivo.
Imagen cedida por el area
clinica. IOBA.

El epitelio corneal es de tipo escamoso estratificado no queratinizado. Su

grosor es de aproximadamente 50 um, lo que corresponde al 10% del total de la
1,15,16,18

cornea. Esta compuesto por 5 6 6 capas, con 3 tipos celulares diferentes

(Figura 4)
Células superficiales. Es la parte mas externa del epitelio. Esta compuesta por 2 6 3

capas de células poligonales cuyas membranas forman microvellosidades, que

aumentan la superficie de contacto con el fin de optimizar el intercambio de solutos

con la lagrima.**® (Figura 4)

—————{teor film

+- glycocalyx layer

fjj‘ %— apical microvilli

superficial
cells

wing cells ‘

basal cells

tight junctions

basement
membrane hemidesmosomes

Figura 4. Microvellosidades del epitelio corneal. Imagen tomada del articulo

Anatomy and physiology of the cornea. 2011
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Ademds, en su membrana celular se encuentran multiples
glicoproteinas, conocidas como glicocdlix, formadas por las mucinas
transmembrana, cuya funcion principal es la de aportar propiedades hidrofilicas
a la cara anterior de la cérnea, y con objetivo de lograr una gran interaccién con
la capa acuosa de la pelicula lagrimal. Las uniones intercelulares de esta capa
son de tipo desmosomas, uniones estrechas y complejos de unién, lo que crea
una barrera histolégica, provocando que el transporte de sustancias se realice
por via transcelular.

Células aladas o suprabasales. Estdn ubicadas entre las células

superficiales y las basales. Conforman 2 6 3 capas celulares, y se denominan asi

por el aspecto que presentan a través del microscopio electronico. Se

caracterizan por presentar un estadio de maduracidn intermedio, con

abundantes tonofilamentos intracelulares ricos en queratina. Estan unidas
» 15,16

entre si por desmosomas y uniones tipo “gap juctions”.

Células basales. Forman una monocapa en contacto con la

membrana basal epitelial. Son las Unicas que presentan actividad mitética
aunque de forma muy limitada, origindndose de ellas las células aladas y las
superficiales. Se unen entre si por desmosomas y uniones tipo “gap juctions”, y
a la membrana basal por hemidesmosomas. Estos, a su vez, estdn unidos a
fibras de anclaje emparejadas por colageno tipo VII, que perforan la membrana
basal y la capa de Bowman y se unen a placas de anclaje en el estroma
superficial, formados por coldgeno tipo |. Este sistema, en condiciones

15,16

normales, mantiene el epitelio fuertemente adherido al estroma. (Figura 5)
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Células superficiales

Células aladas

Células basales Células basales en division

— o I —

— -

Figura 5. Epitelio corneal con sus diferentes capas celulares a microscopia dptica.
Tincion hematoxilina-eosina. Aumentos 40X. Imagen cedida por el Laboratorio de
Patologia Ocular. IOBA.

En el epitelio de la cornea pueden encontrarse también linfocitos y células
dendriticas.?®

La membrana basal del epitelio corneal, secretada por las células basales; tiene
un grosor aproximado de 40-60 nm y esta formada por una |lamina ldcida mas externa
y una lamina densa en contacto con la capa de Bowman. El principal componente de la
membrana basal es el coldgeno de tipo IV.**?%2?

La capa de Bowman es una zona acelular, entre el epitelio corneal y el estroma,
formada por proteoglicanos y coldgeno (principalmente colageno de tipo I y Il). Las
fibras de coldgeno de esta capa son sintetizadas por el estroma anterior y su funcién
principal es la de ofrecer mayor resistencia mecanica; ademas, es una barrera frente a
microorganismos y células tumorales.'®**

El estroma supone la porcidn mayor del espesor corneal, midiendo unos 400-
500 um, lo que supone el 90% del espesor total. Esta compuesto principalmente por
fibras de coldgeno de tipo | de espesor muy pequeiio y separadas entre si por un
espacio constante, lo que sumando a la ausencia de vasos sanguineos y linfaticos,
aseguran su transparencia. Representa una estructura fuerte y estable frente a las
deformaciones.'®*

La capa de Dua, descrita recientemente por este autor como una fina capa

acelular fuerte e impermeable al aire, se localizaria entre el estroma y la membrana de
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Descemet. Como se ha comentado anteriormente, existe controversia respecto a su
verdadera entidad.”?

La membrana de Descemet se considera la membrana basal del endotelio
corneal y es secretada por él; estd compuesta de fibras de colageno, principalmente de
tipo IV y VIII. Se encuentra adherida firmemente a la porcion posterior del estroma,
presentando resistencia a traumatismos y reacciones inflamatorias.'®*"*

El endotelio corneal esta constituido por una capa unicelular, formando un
patron en panal de abeja, con células hexagonales. Esta capa tiene alrededor de 5 um
de espesor. Su funcion es primordial para la transparencia corneal, manteniendo la
deturgescencia tisular (estado de relativa deshidratacién de la cérnea). Esto implica
gue cualquier alteracion del endotelio corneal supondra la entrada descontrolada de
humor acuoso vy, por lo tanto, la aparicién de edema corneal que, de cronificarse
conllevaria la opacidad corneal. Para realizar esta funcidn esencial, debe existir un
recuento celular endotelial adecuado. Y asi, se considera que el nUmero minimo para
mantener la transparencia corneal es entre 700-1000 células de manera uniforme en
toda la capa, conservando, ademas, la forma hexagonal de las mismas.

El endotelio sufre pérdida celular, a causa del envejecimiento, las agresiones
como las cirugias intraoculares o algunas patologias endoteliales. Al no existir en el ser
humano células madre endoteliales y no tener las adultas capacidad mitdtica, este
descenso en la poblacién celular no se compensa con nuevas células, lo que obliga a
las células endoteliales remanentes a cubrir los huecos que dejan las células que
mueren a base de agrandar su tamafio, lo que conlleva que coexistan células de
diferentes tamafios (polimegatismo) y de formas diversas, desvidndose de la forma

original hexagonal (pleoformismo).'®*"?

4.1.2. Conjuntiva

Otro componente de la superficie ocular es el epitelio conjuntival. Este epitelio
es de tipo escamoso, estratificado y no queratinizado: y se une al epitelio corneal en el
limbo y a la epidermis en el borde palpebral, continudndose con el epitelio respiratorio
a través del epitelio del sistema lagrimal excretor. La capa mas profunda esta formada

por células cuboideas y la mas superficial por células cilindricas. En el borde superior
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de estas células se encuentran las microvellosidades, que son proyecciones del
citoplasma cuya funcién es aumentar la superficie de contacto. Estas
microvellosidades, al igual que sucede en la cérnea, estan recubiertas por el glicocdlix,
también conocido como mucinas transmembrana.*>*®

El estudio de la conjuntiva bajo microscopia electronica demuestra la presencia de
hasta 5 tipos de células, con misiones como la produccién de mucina, enzimas y de
otras proteinas presentes en la secrecidn lagrimal, asi como la absorcidén de sustancias
desde ésta ultima.*>*

El epitelio conjuntival tarsal tiene morfologia cuboidea, siendo mas columnar en los
fondos de saco es columnar. En esta zona se ha encontrado una poblacién que podrian

15,16
l,

ser células madre de epitelio conjuntiva aunque no esta universalmente aceptado

y, de hecho, otros autores describen células madre conjuntivales dispersas por toda la

conjuntiva.ls'16

En todo caso, la localizacién de las células madre conjuntivales estd
mucho menos estudiada que las corneales.

Las células del epitelio conjuntival, al igual que sucede en la cdrnea, estan
adheridas entre si por uniones tipo desmosomas, siendo la fortaleza de la barrera
conjuntival algo menor que la cérnea.™*®

En el epitelio conjuntival también se encuentran células no epiteliales. De hecho,
nuestro grupo de trabajo24 ha demostrado que aproximadamente el 4% de las células
del epitelio conjuntival recogidas por citologia mediante cepillado, son de estirpe
leucocitaria. Estas células forman parte del llamado “conjunctival-associated lymphoid
tissue” (conocido con las siglas CLAT), junto con los acimulos linfocitarios que existen

en el estroma conjuntival. Este estroma, a diferencia del corneal, tiene vasos

sanguineos y linfaticos.**

4.1.3. Nicho limbar

Aunque esta estructura forma parte de la superficie ocular, se describe mas
ampliamente en otro apartado al ser la estructura fundamental sobre la que se basa
este trabajo de investigacidn. El limbo esclero-corneal es una zona de transicion entre
el epitelio corneal y el conjuntival. Es una area semitransparente de color grisaceo, de

unos 1,5 mm de anchura.” (Figura 6)
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Figura 6. Imagen tomada mediante la lampara de hendidura de un limbo
esclero-corneal sano fuertemente pigmentado, perteneciente a un varén de
raza negra. Las estructuras radiales corresponden a las empalizadas de Vogt,
claramente visibles debido a la existencia de mayor pigmentacién de la raza
negra. Imagen cedida por el area clinica. IOBA.

El limbo esta formado por 8-12 capas de células epiteliales escamosas no
gueratinizadas; las mas superficiales son similares al epitelio corneal, acompaiiadas de
células de Langerhans, presentadoras de antigeno, y células melanociticas; las células
basales son cuboidales. La matriz estromal esta formada por fibras de colageno,
proteoglicanos, macréfagos, mastocitos, linfocitos y células plasmaticas. Contiene,

ademds, vasos sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas amielinicas.? (Figura 7)
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Epitelio

Membrana basal

Estroma

Figura 7. Imagen realizada con micrografia dptica donde se observan
las capas del limbo corneal. Tincién realizada mediante hematoxilina-
eosina 20X .Imagen cedida por el laboratorio de Anatomia patoldgica
(LPO). IOBA.

Una de las partes fundamentales del limbo esclero corneal son las
denominadas empalizadas de Vogt constituyendo la parte esencial del nicho de las
células madre del epitelio corneal. Estas empalizadas son mas numerosas en la zona

1326728 Figura 8a 'y 8b)

superior e inferior del limbo.

g

Figura 8a. Fotografia realizada mediante lampara Figura 8b. Imagen de microscopia

de hendidura de las empalizadas de Vogt. Con confocal de empalizadas de Vogt.
flecha verde se sefialan crestas de empalizada. La Con flecha verde se sefialan crestas
flecha roja indica los valles. Imagen cedida por el de empalizada, hiperreflectantes. La
area clinica. IOBA. flecha roja indica los valles. Imagen

cedida por el area clinica. IOBA.
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El limbo es una regidon especialmente vascularizada e inervada, con el fin de

cumplir numerosas funciones, entre las que destacan:'®*"*°

Permite la regeneracion (renovacion fisiolégica) y reparacion (renovacion

tras un dafio) del epitelio corneal al contener sus células madre.

- Facilita la nutricidn corneal periférica.

- Interviene en la cicatrizacién corneal.

- Participa activamente en la vigilancia inmunoldgica de la superficie ocular.

- Contiene melanocitos para evitar el dafio potencial de la luz ultravioleta
sobre las células madre.

- Mantiene una barrera fisica que evita la migracion de las células

conjuntivales sobre la cérnea.

En la parte interna de esta zona se encuentra el angulo camerular, donde esta
alojado el sistema de drenaje del humor acuoso, incluidos la malla trabecular y el canal
de Schlem. Ademas, esta zona, tiene una rica distribucién vascular, a expensas de
vasos epiesclerales superficiales y profundas y vasos conjuntivales, que aportan el

oxigeno y los nutrientes que requiere el area limbar.>*

Regeneracidn del epitelio corneal

El proceso de recambio completo del epitelio corneal dura aproximadamente 7
dias, por lo que es necesario un sistema de produccion celular extremadamente eficaz.
La regeneracion del epitelio corneal ocurre mediante un patrén que ya hace muchos
afios, fue definido por Thoft y colaboradores en 1983, como una hipoétesis que se ha

visto plenamente confirmada después y conocida como teoria XYZ.**#***? (Figura 9)

* Zesladescamacion de la capa superficial, que ya era conocida desde hacia
tiempo.

* Xes el movimiento vertical de las células basales, que sufren 1 6 2 mitosis y
ascenderdn para suplir a las que se pierden mediante la fuerza Z.

* Y seria la auténtica hipdtesis, ya que en aquellos afios no se sabia de la
existencia de células madre en el limbo. Pero se sabia que las células

basales del epitelio corneal tenian una capacidad de division limitada y que
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cuando ésta se agotara, tendrian que venir mas células de algun sitio. Habia
evidencias indirectas de que este sitio podria ser el limbo, lo que dio origen
a que este hipotética Y fuera el movimiento centripeto desde el limbo hacia

el centro de la cornea.

X. Proliferacion de células basales
Y. Movimiento centripeto de las células
Z. Pérdida celular de la superficie
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Figura 9. Representacién grafica de los tres ejes descritos en la hipdtesis de Thoft en
los afios 80, en el que la Z representa la descamacion de la células epiteliales
superficiales, X su reemplazo por mitosis de la células del epitelio basal y, finalmente,
Y representa el movimiento de células epiteliales limbares hacia la zona basal del

epitelio corneal. Imagen tomada del articulo The X, Y, Z hypothesis of corneal

epithelial maintenance. 1983.%

Posteriormente, a la vez que van perdiendo su capacidad de proliferacién y tras
el descubrimiento de que las células madre del epitelio corneal se encontraban en el
limbo, como ya se habia sospechado, esta hipdtesis quedd plenamente confirmada,
siendo ese movimiento Y el desplazamiento e inicio de diferenciacidn de la células

madre limbares hacia el epitelio basal corneal.*?”*132

4.2. Células madre

Las células madre (también llamadas progenitoras o troncales) fueron descritas
por primera vez por Becquer y colaboradores en el afio 1963.*
Estas células presentan varias atribuciones, siendo la mas caracteristica la de

poder dividirse indefinidamente. Este aspecto define varios tipos de células madre:
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células totipotenciales, capaces de producir tejido embrionario y no embrionario,
pluripotenciales, capaces de diferenciarse en cualquier tejido, multipotenciales,
capaces de generar células diferenciadas y con capacidad de autorrenovacion y
unipotenciales, que son capaces de originar un solo tipo celular.**

Analizando la progresién de la diferenciacién de las células, segun este criterio,
cada nivel celular permite originar células del mismo nivel y del siguiente al que
pertenecen.

En cuanto al origen, estas células se clasifican en células madre embrionarias y
células madre adultas. Las embrionarias, derivadas del embrién, blastocitos o cresta
gonadal, son totipotentes ya que son capaces de originar todos los tejidos. Estas
células son capaces de dividirse, indefinidamente, in vitro continuando con sus
caracteristicas de indiferenciacién.>

Las células madre adultas son células indiferenciadas, capaces de
autorrenovacion y diferenciacién, cuya labor es mantener la estructura de los tejidos.
Se encuentran en todos los tejidos del organismo como reservorio para el
mantenimiento, independientemente del origen embrionario.

Las células madre adultas presentan las siguientes caracteristicas:****8263¢
* Estdn diferenciadas pobremente, con un citoplasma primitivo.

* Proliferan sin errores genéticos, por lo que mantienen el reemplazo y la
regeneracion de los tejidos, sin maduracion.

* Su vida media es larga y el tiempo de ciclo celular es mayor que en las
células normales, manteniendo asi la posibilidad de regeneracién.

* Estas células madre, independientemente de su linaje inicial, pueden

convertirse en una célula de un linaje diferente. (Figura 10)

28



Tesis doctoral: “Estudio mediante microscopia confocal del nicho limbar en pacientes con sindrome de
insuficiencia limbica sometidos a trasplante de células madre”

Células madre

Desarrollo humano continuo

David A Frentice

Embri6n Embri6n Embri6n 5 Embrién4 Embrién 6 semanas
unicelular 3 dias 6 7 dias semanas
Células /Tejido fetal M \
Células madre germinales Células madre A’dulto Teratocarcinoma
embrionarias embrionarias Pluripotentes o CelullaS madre  cep, germinal del
Totipotentes Pluripotentes Multipotentes v P]url,pOtenteS ©  tumor
Multipotentes
Sangre cordén
Células madre
Placenta
Células madre
Pluripotentes o Células de carcinoma
Multipotentes embrionario

Pluripotentes

Figura 10. Desarrollo humano a partir de células madre. Imagen tomada de
https://es.pinterest.com/myqute/biomedical-research-stem-cells/2006.

Las células madre pueden presentar dos tipos de division, simétrica y
asimétrica.*’

La division asimétrica se produce de manera habitual en la regeneracién de la
poblacién celular. Una vez una célula madre se divide, una de las células hija se
destina a mantener el nimero de células madre, es decir, permanece con todas las
caracteristicas de célula madre en su nicho, y la otra célula hija, sin embargo, empieza
el camino de la diferenciacién, pasado en algunos sitios como en la cérnea, por células

madre amplificadora transitoria, para terminar de diferenciarse en la célula propia del

tejido a donde estd destinada, llamandose entonces célula terminalmente
diferenciada.

En la divisidon simétrica, tras la diferenciacidn, las dos células hijas se
mantienen indiferenciadas, de tal manera que su finalidad es mantener la reserva. Esta
divisién obedece a estimulos como la apoptosis; las células que se originan pueden
tener diferentes destinos, en funcién de los estimulos a los que se expongan, y

cuentan con gran capacidad proliferativa y de migracién. (Figura 11)
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Division simétrica

Figura 11. Imagen de la divisidén simétrica y asimétrica de las células madre. En la division asimétrica
se producen una célula madre (CM) que permanece en el nicho y una célula madre amplificadora
transitoria (CAT). Esta es capaz de producir mas células madre amplificadora transitoria y células
diferenciadas terminalmente (CD). Imagen tomada de StemBook. Cambridge (MA): Harvard Stem
Cell Institute 2008.%*

Las células madre adultas, debido a su rapida division, crean células que son
capaces de regenerar asi tejidos dafiados; por ello presentan un gran potencial en
aplicacion clinica para medicina regenerativa.'®

Este tipo de células madre, han sido identificadas en tejidos como el mudsculo
esquelético, la médula dsea, la epidermis, el intestino, los testiculos y los ovarios, el
higado, el sistema nervioso central, el corazén y por supuesto el 0jo.3°

Ademads de las caracteristicas inherentes a la diferenciacién, estdn también las
influencias extrinsecas del microambiente donde residen.’® Una de las diferencias
fundamentales de este microambiente es el mayor aporte sanguineo. Y asi, en el caso
del nicho limbar, los vasos sanguineos forman una red ondulada en las empalizadas de

Vogt, distribucién que asegura un nivel de nutrientes constante.*>*!
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4.2.1. Células madre mesenquimales

Las células mesenquimales son células madre estromales no hematopoyéticas
multipotentes, capaces de diferenciarse en multiples linajes y contribuir a la
regeneracién de los tejidos. Se pueden aislar en diferentes lugares, como la médula
6sea, el tejido adiposo, el higado, el bazo, los testiculos, el fluido amniético, el

pancreas, el periostio, el pulmdn o la sangre.*?

Su existencia fue sugerida inicialmente por Cohnheim hace 130 afios.* pero fue
Friedenstein quien plantea, por primera vez, la posibilidad de que la médula ésea
contenga células que pueden diferenciarse en otras células mesenquimales, llevando a
cabo estudios para analizar el grado potencial de clonacién de las células de la médula

dsea. ¥4

Las observaciones de estas células en la década de los 80 permitieron
establecer que las células mesenquimales podian diferenciarse en osteoblastos,
condrocitos, adipocitos y mioblastos. Por estas razones, se han utilizado para reparar
miocardios infartados, en deformidades éseas y en fracturas. Posteriormente, se
demostrd que las células mesenquimales podian contribuir a la regeneracién de tejidos
de estirpe no mesodérmica, como los derivados del ectodermo: los epitelios bronquial
y alveolar, glomerular y tubular, gastrointestinal y el epitelio pigmentario de la
retina.*>-51 Este proceso de diferenciacion dependera de factores externos que
cohabitan en el medio ambiente donde se encuentran y puede ser inducido y

controlado.’***

Nuestro grupo de investigacion, de hecho, ha probado que las células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano pueden diferenciarse adquiriendo
caracteristicas de células epiteliales corneales in vitro. My, posteriormente, nuestro
grupo ha demostrado también que puede contribuir a reconstruir el epitelio danado

por SIL en un modelo animal.*?

Ademas, estas células poseen propiedades inmunosupresoras, ya que inhiben
la proliferacidn, diferenciacién y quimiotaxis de los linfocitos B, por lo que en tejidos

42,54

inflamados tendrian efectos beneficiosos. Este tipo de células presentan la

propiedad de migrar hacia los tejidos dafiados e inducir propiedades terapéuticas.
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Ademads, dado su cardcter no inmunogénico permiten realizar trasplantes alogénicos

sin necesidad de realizar inmunosupresién , no originando rechazos inmunoldégicos.”

4.3. Nicho limbar

El limbo esclero-corneal, como ya se ha descrito anteriormente, es una
estructura situada entre la cérnea y la esclero-conjuntiva y que contiene el nicho de
las células madre epiteliales de la cérnea. Es una zona de transicion que se identifica
como una banda circular de color oscuro de 1-2mm de grosor.’ El nicho de las células
madre es un microambiente que asegura su supervivencia, su proliferaciény su

diferenciacién adecuadas. La figura 12 muestra el nicho limbar humano.

Limbus

Limbus

Figura 12. A: Imagen de empalizadas de Vogt de limbo humano (flecha negra). B: Imagen de estructura
pigmentada perfectamente reconocible. C: Imagen de las empalizadas en pacientes de raza negra
(flecha blanca). D: Imagen de mayor aumento que permite ver areas limbicas con papilas epiteliales
onduladas (marcado con estrellas negras). E: Imagen de tincién con hematoxilina que permite apreciar
mayor estratificacion y mas ondulacion del epitelio limbar con alta celularidad y vascularizacién, la
flecha negra corresponde a vasos sanguineos. Imagen tomada del articulo Niche regulation of corneal
epithelisl stem cells at de limbus. 2007.2
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Para el mantenimiento de este proceso celular, en el entorno de estos nichos
deben estar presentes las siguientes estructuras: las células madre, la matriz
extracelular y factores secretados por otras células presentes en estos nichos, ademas
de un adecuado aporte nutricional y nervioso.”® En el caso del epitelio corneal, el
primer indicio de su existencia en el limbo corneal se basé en los estudios de Mann,
gue describié movimientos de pigmento desde células limbares hacia el centro corneal
en conejos.29 Otros autores como Davanger y Evenson observaron migraciones
centripetas celulares a nivel corneal,’” lo que propuso que la fuente de células madre
se situara en el limbo.Y Tseng también observaron que el deterioro del limbo corneal

provocaba alteraciones como neovascularizacién y crecimiento conjuntival.'®

Existen varios hechos anatédmicos que sugirieron que el nicho de las células

madre se encuentra en el limbo:***>®

* Las diferencias anatémicas y funcionales del limbo con respecto a la cérnea
incluyendo la existencia de una vascularizacién e inervacién muy importante, lo
gue permite la llegada de oxigeno y nutrientes.™

* Laorografia de las empalizadas, que funcionan como una barrera impidiendo el
roce continuo del parpadeo con las células alojadas en su profundidad y
mejorando la interaccidn epitelio-estroma.®

* La presencia de pigmentacidn meldnica para proteger de los dafios de la luz
ultravioleta. Las células encargadas de ello son los melanocitos con pigmento
melanina.”’

* El hallazgo de estas criptas preferentemente en zona superior e inferior, mas

protegidas por los pélrpados.61
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Figura 13. En estas tres imagenes se muestran las criptas limbares y las proyecciones estromales focales.
Los puntos rojos determinan la presunta localizacion de las células madre del epitelio corneal.
Realizadas con microscopia confocal. Escala 50 um. Imagen tomada del articulo Characterization of the
Limbal Epithelial Stem Cell Niche: Novel Imaging Techniques Permit In Vivo Observation and Targeted
Biopsy of Limbal Epithelial Stem Cells. 2007.%

Los nichos estan formados por invaginaciones de epitelio limbar periférico
sobre el estroma limbar, constituyendo las criptas limbares, situadas en los valles de
las empalizadas de Vogt; se encuentran con mas frecuencia en las zonas superior e
inferior y se las suponen como nichos de células mas indiferenciadas, limitadas por
proyecciones de estroma fibrovascular denominadas crestas de empalizadas.

En el analisis in vitro mediante microscopio confocal en cérneas de cadaver,
Shortt y colaboradores, determinaron la distancia entre las crestas como 40 um, al
igual que la profundidad de los valles. Las empalizadas presentan una longitud diversa,
desde 350 a 900 um.%2 (Figura 13)

Se han documentado proyecciones del estroma limbar orientadas en sentido
vertical llamadas proyecciones estromales focales. Las células madre parecen estar
ubicadas en los niveles mas basales de las criptas limbares, y rodeando las paredes de

las crestas de empalizadas y de las proyecciones estromales focales.®! (Figura 14 y 15)
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Figura 14. Microscopia electrénica de barrido en la que se aprecia la anatomia del estroma limbar, que
forma las crestas limbares. Escala 50 um. Imagen tomada del articulo Characterization of the Limbal
Epithelial Stem Cell Niche: Novel Imaging Techniques Permit In Vivo Observation and Targeted Biopsy of
Limbal Epithelial Stem Cells. 2007.%

Figura 15. Microscopia electrénica de barrido en la que se aprecia la morfologia de las proyecciones
focales estromales en el limbo corneal. Escala 50 um. Imagen tomada del articulo Characterization of
the Limbal Epithelial Stem Cell Niche: Novel Imaging Techniques Permit In Vivo Observation and
Targeted Biopsy of Limbal Epithelial Stem Cells. 2007.%

Este nicho proporciona un ambiente controlado en el que las células madre son
estimuladas para su diferenciacién y apoptosis.”*®

Respecto a la estructura histoldgica, el limbo esta compuesto por el epitelio
limbar, la membrana basal y el estroma limbar.

El epitelio limbar se encuentra entre los epitelios corneal y conjuntival, con
algunas caracteristicas similares. Presenta un grosor aproximado de 85 um y esta
compuesto por unas 10 capas de células.”

En la capa mads interna de este epitelio se encuentra una monocapa de células

donde se hallan las células amplificadas transitorias y células madre, acompanadas de
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células de Langerhans, linfocitos T y melanocitos. En las capas mas superficiales se
encuentran células epiteliales diferenciadas y en las capas intermedias estas células
epiteliales presentan un estado de diferenciacidn transitoria y estan acompafadas de
linfocitos Ty células presentadoras de antigeno.®

La membrana basal del limbo corneal mide aproximadamente 65 nm de grosor
y esta formada por proteoglicanos, colageno y glicoproteinas. Permite el soporte del
epitelio y proporciona la regulacion de actividades metabdlicas de las células. Esta
membrana aporta el soporte al epitelio, porque le suministran el anclaje fisico, ademas
de ayudarle en el metabolismo de las células, proliferacién, diferenciacién y migracién
celular.®”

El estroma limbar esta constituido por un componente celular formado
principalmente por fibroblastos y la matriz extracelular. También se pueden encontrar
melanocitos y células mesenquimales. También se han hallado células mesenquimales
cercanas a la membrana basal. Favorece la modulacién, la diferenciacion, la
proliferacidn y la apoptosis de las células epiteliales, convirtiéndose asi en células
indiferenciadas, por lo tanto el estroma tendria una posicién fundamental en las

actividades del nicho.®®

4.4. Sindrome de insuficiencia limbica o limbar (SIL)

4.4.1. Concepto y epidemiologia

El SIL es una alteracidn de la regeneracidn del epitelio corneal por disfuncién de
células madre epiteliales en el limbo. Es una manifestacion comun a algunas

enfermedades de la superficie ocular y se caracteriza por la conjuntivalizacién corneal.

27,28,38,67,68

Las causas del SIL pueden dividirse en dos grupos:*”*®

* (Causas primarias. Se trata de alteracion limbar primaria del nicho, como por
ejemplo, en el contexto de la aniridia congénita, ciertas displasias ectodérmicas

o las deficiencias endocrinas multiples. (Figura 16)
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Figura 16. Fotografia de aniridia congénita
realizada mediante ldmpara de hendidura.
Imagen cedida por el area clinica. IOBA.

* (Causas secundarias o adquiridas:
o Primariamente inflamatorias, como por ejemplo, las
gueratoconjuntivitis cicatrizantes de base inmunoldgica: penfigoide de
las membranas mucosas, el sindrome de Stevens-Johnson, la rosacea, la

gueratoconjuntivitis atdpica, etc. (Figura 17)

Figura 17. Fotografias de causas del sindrome de insuficiencia limbar, primariamente
inflamatorias. Imagen 1 Queratoconjuntivitis atdpica. Imagen 2 Sindrome de Stevens-Johnson.
Imagenes tomadas mediante ldmpara de hendidura. Imagenes cedida por el drea clinica. IOBA.

o Primariamente no inflamatorias, como, las quemaduras quimicas
(causticaciones) o térmicas, las secuelas de procesos infecciosos graves,
las causas traumaticas por multiples cirugias, el uso abusivo de lentes de

contacto, toxicidad medicamentosa, etc. (Figura 18)
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Es necesario aclarar que esta clasificaciéon no esta exenta de
controversia, ya que, por ejemplo, las causticaciones pueden tener un
gran componente inflamatorio a pesar de que ya se haya hecho todo lo

posible con medicamentos, como puede observarse en la Figura 18.

Figura 18. Mosaico de fotografias de causas de sindrome de insuficiencia limbica primariamente no
inflamatorias. Imagen 1 Quemadura quimica. Imagen 2 Secuelas de queratitis por acantamoeba.
Imagen 3 Sindrome de insuficiencia limbica por mdultiples cirugias. 4 Causticacién. Imdgenes
realizadas mediante lampara de hendidura y cedidas por el area clinica. IOBA.

La incidencia del SIL es dificil de valorar de manera directa ya que, como se ha
comentado, es un posible punto final de multitud de patologias. Por ello se manejan
estudios de otras patologias que se relacionan con esta enfermedad.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establece que existen 45 millones
de personas que sufren ceguera bilateral en el mundo y de ellos, 10 millones, lo
estarian por una enfermedad corneal.>3 Se estima que 8 millones de personas
presentan ceguera por vascularizacion corneal y opacificacién, a lo que contribuye el

SIL 38,68

38



Tesis doctoral: “Estudio mediante microscopia confocal del nicho limbar en pacientes con sindrome de
insuficiencia limbica sometidos a trasplante de células madre”

4.4.2.

La aniridia congénita se encuentra en un caso de cada 100.000 personas, pero
se desconoce la proporcion que puede alcanzar el SIL dentro de esta rara
enfermedad.

En el caso del pterigium, debe tenerse en cuenta que afecta con diferente
prevalencia segun la zona geografica que se estudie; en principio, en la raza
caucasica se estima en un 1,2 % de la poblacién.®® Y por supuesto, sélo en
pocos casos origina un sindrome de insuficiencia limbica total o completo que
requiera trasplante de células madre.

La incidencia de quemaduras oculares esta entre el 7,7-18% de los traumas
oculares, pero se desconoce cuantas de estas agresiones se traducen en una
destruccion total o parcial del limbo, aunque se sabe que es una de las causas
mas frecuentes del SIL.

La incidencia del sindrome de Stevens-Johnson es de 2,6 -7,1 casos por milldn
de personas en Estados Unidos y 1,1 casos por millén de personas en
Alemania.”®

La incidencia del penfigoide de membranas mucosas se estima en 1,16 casos
por cada millédn de habitantes en Francia y 0,87 casos por cada millén de
habitantes en Alemania.”® Pero, de nuevo, se desconoce la proporcién de
pacientes que, en estas dos ultimas conjuntivitis cicatrizantes de base

inmunolégica, desembocan en SIL, aunque se presume alta.

Fisiopatologia y clinica

El grado de afectacion corneal dependera, principalmente, de la extension del

limbo afectado, de la intensidad de su destruccion y de la causa que lo haya producido.

La fisiopatologia del SIL se caracteriza por dos situaciones, producidas por la

disfuncién del nicho limbar y la subsecuente falta de regeneracién del epitelio corneal

y fracaso en su funcién de barrera:’*

1.

Se provocan defectos epiteliales persistentes y recurrentes que pueden acabar
por afectar al estroma y producir ulceraciones corneales, que se podrdn

infectar secundariamente. (Figura 19)
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Figura 19. Defecto epitelial extenso y persistente
del epitelio corneal en un paciente diagnosticado
de causticacidon. Fotografia realizada mediante
lampara de hendidura. Imagen cedida por area
clinica.lOBA.

2. Se desarrolla el avance de la conjuntiva sobre la cdrnea en un proceso que se

conoce como conjuntivalizacién o pannus. (Figura 20a y 20b)

- %z

Figura 20a. Pannus vascularizado: se aprecia  Figura 20b. Conjuntivalizacién en un paciente
claramente la invasiéon de tejido conjuntival, diagnosticado de rosacea. Fotografia realizada
opaco y con vasos. Paciente afectado de mediante [dmpara de hendidura. Imagen cedida
enfermedad injerto contra huésped. Fotografia  por area clinica.lOBA.

realizada mediante lampara de hendidura.

Imagen cedida por darea clinica. IOBA.

Es interesante resefiar que no sélo se pierden las células madre, sino el entorno
biolégico que permite su crecimiento y desarrollo.”” Esta situacién da como resultado
una metaplasia escamosa, donde se produce la transformacién del fenotipo del
epitelio corneal en conjuntival; ya que si el epitelio corneal no puede regenerarse

mediante las células madre epiteliales limbares, lo hard “pidiendo ayuda” al siguiente
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tejido mas cercano, la conjuntiva, quien le presta su tejido translucido y vascularizado.
Asi se intenta asegurar el mantenimiento estructural de la cérnea, pero al precio de

perder su transparencia.>®”"

Esta conjuntivalizacion de la cérnea produce destruccidon de la membrana basal,
neovascularizacion superficial, inflamacidn crénica del estroma y cicatrizacién anormal
de la cérnea.”? El tejido conjuntival que sustituye al tejido corneal normal define los
cambios mencionados anteriormente. Las interconexiones son mas flexibles que las
del epitelio corneal, lo que favorece la tincion de fluoresceina. Ademas, estas
conexiones permiten la penetracion de leucocitos de la pelicula lagrimal en el estroma,
causando la sintomatologia inflamatoria. Estas células no son capaces de secretar
factores antiangiogénicos normales en el epitelio corneal, lo que condiciona la
aparicion de la neovascularizacion.™®

Los pacientes que sufren un SIL presentan inflamacidn y alteraciones de la
cornea, fotofobia, disminucidn variable de la visidn, lagrimeo, blefaroespasmo,
episodios constantes de dolor provocados por erosiones epiteliales y enrojecimiento

cronico. A esta clinica, ademas, hay que afiadir la derivada de la etiologia concreta de

3,4,16,68
SIL.

La clasificacion del SIL se puede hacer en base a la extension de la zona

afectada: *

* SIL parcial. Su diagndstico se basa en la pérdida de empalizadas de Vogt
en uno, dos o tres cuadrantes del limbo esclero-corneal del limbo
corneal. (Figura 21)

* SIL total. La afectacidn del limbo es de 360°. (Figura 22)
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Figura 21. Insuficiencia limbica parcial.
Paciente  afectado de causticacion.
Fotografia realizada en el area clinica del
IOBA mediante lampara de hendidura.

limbica total.
causticacion.

Insuficiencia
afectado de

Figura 22.
Paciente
Fotografia realizada en el area clinica del
IOBA mediante lampara de hendidura.

El SIL se puede catalogar de otras formas. Y asi, LOpez-Garcia y colaboradores

utilizan una clasificacién del SIL en la que se consideran tanto sintomas y signos clinicos

como alteraciones citoldgicas observadas mediante citologia de impresién. Establecen

4 estadios de 0-3. Se diferencian cuatro grupos dependiendo de la gravedad de los

sintomas en ausentes, leves, moderados o graves.74

Existe también otra clasificacion basada en la extensiéon de la deficiencia de

células madre de manera indirecta y la presencia/ausencia de inflamacién conjuntival.

(Tabla 1)
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Tabla 1. Clasificacién del sindrome de insuficiencia llimbar en funcién del grado de deficiencia de células

madre y del grado de inflamacidn conjuntival.

Conjuntiva

normal

(estadio a)

Conjuntiva
previamente
inflamada

(estadio b)

Conjuntiva
actualmente
inflamada

(estadio c)

Deficiencia parcial

de células madre

(estadio l)

latrogénico, uso de

lentes de contacto

(estadio la)

Quemadura
guimica o térmica
antigua

(estadio Ib)

Stevens-Johnson
grado medio,
causticacién
reciente

(estadio Ic)

Deficiencia
total/subtotal de

células madre

(estadio Il)

Aniridia, daio
severo por uso de
lentes de contacto
o0 iatrogénico

(estadio lla)

Causticacion
guimica o térmica

severa antigua

(estadio llb)

Stevens-Johnson
grado severo
causticacién
guimica o térmica
reciente

(estadio llc)

Clasificacién tomada del articulo Ocular surface disease. Medical and surgical management.20027

4.4.3. Diagnostico

Biomicroscopia de polo anterior con lampara de hendidura

El diagndstico de SIL es fundamentalmente clinico, ya que es perfectamente

visible en la biomicroscopia de polo anterior con [dmpara de hendidura, al observar la

conjuntivalizacidn, la tincidon positiva de fluoresceina de la cdrnea, la pérdida de

transparencia de la cérnea y la desaparicion de las empalizadas de Vogt.

intensidad de los sintomas dependen, principalmente, de la gravedad del SIL.

3,4,68
La

4,16

Ademas existen otras pruebas que ayudan a confirmar la existencia clinica del

SIL que se comentan a continuacion.
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Citologia por impresion corneal

La citologia de impresidn es un procedimiento de andlisis histolégico del
epitelio de la cérnea o de la conjuntiva que se basa en la recoleccién de las capas mas
superficiales de estos epitelios mediante la impresion en un papel de filtro.

Esta técnica tiene como finalidad principal el determinar la densidad de células
caliciformes, normalmente presentes en la conjuntiva normal y ausentes en la cérnea
y el grado de metaplasia escamosa epitelial; ademas se puede valorar la presencia de
células inflamatorias o la presencia de alteraciones en la cromatina celular.?””>”"’

En un procedimiento que se considera rapido, facil, reproducible, y permite la
recogida de células epiteliales de manera poco invasiva.”®

La realizacion de estas citologias a nivel conjuntival esta mas extendiday, asi,
se puede realizar la caracterizacion de diferentes patologias de la superficie ocular,
como la queratoconjuntivitis atépica, penfigoide, sindrome de Steven-Johnson o
sindrome de ojo seco. En definitiva, es aplicable a todas las enfermedades que cursen
con alteracion de la superficie ocular con cambios de tipo celular y componente
inflamatorio. 278979

El uso de la citologia por impresion corneal estd menos extendido, sin embargo y, por

las razones que se comentan mas abajo, es poco realizada.
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Figura 23. Citologia por impresidn corneal. Placas de células epiteliales
que contienen células caliciformes. Células inflamatorias agudas
acompafantes. Dentro del circulo rojo: células caliciformes (células
grandes tefiidas de morado) y con circulo negro: células inflamatorias
(puntos mas pequefios que una célula epitelial). PAS modificado 40 X.
Imagen cedida por el laboratorio de Anatomia patoldgica. IOBA

Si en el proceso se detectan células caliciformes en la muestra corneal, se
confirma la existencia de conjuntivalizacién.?® (Figura 23) Aunque el diagnéstico del SIL
se base directamente en su existencia, es posible no detectarlas en algunas ocasiones
como en el Stevens-Johnson, penfigoide o quemadura quimica.’

También en las muestras obtenidas se puede analizar ARN, por ejemplo de las
mucinas oculares de la superficie ocular. Las mucinas son un grupo de proteinas de
elevado peso molecular que forman parte de las secreciones propias de los epitelios.
La superficie ocular expresa 9 de los 18 genes de mucina humanas. Estas moléculas se
encargan de mantener la superficie ocular himeda y protegida de las agresiones

externas.®"®?

Entre ellas la MUCS5AC es exclusiva de las células caliciformes, por lo que
si se detecta en epitelio corneal es sugestiva de SIL, y de hecho, se ha desarrollado un

test con este propdsito por un grupo espafiol (Limbokit, Bioftalmik).®

El problema principal de esta técnica, ademas de la demora en el analisis de
laboratorio que dificulta el diagndstico precoz, es que obliga a la recoleccion de

células, provocando un defecto epitelial corneal que, a veces, puede ser problematico
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y desencadenar una Ulcera persistente.’>®*

Ademas nuestro grupo de trabajo ya establecié que la microscopia confocal,
técnica de la que se hablard mas adelante, es éptima, minimamente invasiva, para
evaluar el epitelio corneal en la cérnea central. Y asi se establecié que una valoracion
clinica exhaustiva, junto con esta técnica de imagen, son las herramientas

fundamentales para definir el éxito o rechazo de futuros ensayos clinicos.™

Microscopia confocal in vivo (MCIV)

La técnica denominada microscopia confocal (MCIV) se ha convertido en la
técnica diagndstica de eleccidn para, entre otros usos, visualizar el limbo esclero-
corneal y analizar el fenotipo del epitelio en la cérnea, pudiendo asi asegurar con
certeza el diagndstico del SIL. El Heidelberg Retina Tomography (HRT-3) con el médulo
de cérnea Rostock (RCM) (Heidelberg GmbH, Heidelberg, Alemania) es el equipo
preferido hoy en dia para realizar la MCIV que permite la adquisicién de imagenes de
gran calidad para la evaluacion de la superficie ocular.

El sistema dptico de coherencia del HRT se considera no invasivo, confocal de
barrido, para la adquisicidon de analisis cuantitativos y cualitativos, con imagenes en
dos dimensiones y permite visualizar las microestructuras celulares y vasculares, sin
utilizar contrastes o tinciones que dificultan la colaboracion del paciente.

Para la adquisicion de las imdagenes, se enfoca un rayo laser diodo de 670 nm en
la cdrnea y es desviado periddicamente por espejos oscilantes, por lo que cada sector
de la cornea es escaneado secuencialmente. La cantidad de luz reflejada en cada punto
se mide utilizando un detector sensible a la luz. En este sistema, la luz sélo se puede
reflejar a partir de una estrecha regidn que rodea el plano de coordinacidn.

La luz dispersada fuera del plano focal es suprimida. Por ello, estas imagenes
confocales de dos dimensiones pueden ser consideradas como una seccién éptica a
través de la cérnea en la ubicacion del plano focal. Este plano focal se puede mover

manualmente a través de la cérnea. (Figura 24)
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Figura 24. Esquema del interior del microscopio confocal. Imagen tomada de Heidelberg Retina
Tomograph Il Operating Instructions Software Version 1.2. 2005.%

Por lo tanto, se pueden adquirir las imagenes de las distintas capas corneales:
epitelio, estroma y endotelio. La ubicacion real del plano focal se mide y se almacena
con cada imagen adquirida. (Figura 25)

Estas imagenes bidimensionales consisten en 384x384 pixels cubriendo un area
de 0,4 mm x 0,4 mm de la cérnea usando 400 FOV (campo de visidn) y un aumento de
63x. El tiempo de adquisicién es de 0,024 seg./imagen en 2 dimensiones y de 4
seg/imagen de 3 dimensiones, con una resolucién éptica de 2 um en vertical y de 4 um
en horizontal y una resolucién numérica de 1 mm por pixel en vertical y horizontal.
Permite un desplazamiento en profundidad de 1 mm y la adquisicion de imagenes esta

controlada por una camara.®
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Figura 25. Captura de pantalla del HRT Ill. Ubicacidn real del plano focal. Imagen tomada de Heidelberg
Retina Tomograph Il Operating Instructions Software Version 1.2. 2005.%

Con esta tecnologia puede apreciarse, a tiempo real, las diferentes, capas de la
cornea, permitiendo evaluar cambios patoldgicos como los que se producen en el SIL.
Por ejemplo, se puede apreciar la presencia de células caliciformes en la zona
conjuntivalizada, la aparicién de neovasos o la existencia de células inflamatorias.”

Nubile y colaboradores establecieron que la MCIV era una técnica muy util para
detectar empalizadas de Vogt y permitian establecer las bases del diagndstico y
evaluacién en el uso de trasplantes de células madre.®®

El principal problema que presenta la técnica es su interpretacidn, ya que su
valoracién es puramente morfoldgica, ademas de requerir entrenamiento.*

Cuando se analizan las imagenes de MICV del HRT, se pueden definir las
siguientes estructuras:®’®
* Epitelio corneal

o Epitelio superficial con patrdn poligonal, con nicleos negros y

citoplasma ancho reflectante que estan en estado de descamacioén.

(Figura 26)

o Intermedia, entre 10-30 um de espesor, células con nucleo negroy
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borde blanco hiperreflectante y de gran densidad. (Figura 27)

o Epitelio profundo, mas alla de 30 um, que presenta un patrén similar al

epitelio medio con gran densidad celular.

* Lacapa de Bowman es una estructura mal definida con el microscopio confocal

por la falta de células. Se encuentra inmediatamente subyacente al epitelio
basal, donde se ve acompafiado por numerosas fibras nerviosas. (Figura 28)

* El plexo nervioso se encuentra situado entre el epitelio y en el estroma mas

superficial. Son fibras hiperreflectantes, finas, brillantes, distribuidas de manera

paralela u oblicua y con ramificaciones que unen las fibras. (Figura 29)

* El estroma se caracteriza por unas células ovoideas e hiperreflectantes, los
fibroblastos corneales o queratocitos; a medida que se profundiza en el
estroma, la densidad celular aumenta. (Figura 30)

* Aunque no existen estudios de MCIV para detectar la controvertida capa de
Dua, es previsible que ésta no sea visible, dado que es acelular.”

* La membrana de Descemet no es claramente visible con esta técnica, por la

misma razén. 8%

* El endotelio corneal se caracteriza por un mosaico de células hexagonales del

mismo tamafo y forma. (Figura 31)
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Figura 26. Imagen de microscopia Figura 27. Imagen de microscopia Figura 28. Imagen de microscopia

confocal in vivo. Epitelio corneal en confocal in vivo. Epitelio corneal en confocal in vivo. Seccidon oblicua de

descamacion. Imagen cedida por el sus capas basales, 490 um. Imagen epitelio corneal, plexo nervioso y

4rea clinica. IOBA. cedida por el drea clinica. IOBA. estroma. Imagen cedida por el area
cinica. IOBA.

Figura 29. Imagen de microscopia Figura 30. Imagen de microscopia Figura 31. Imagen de microscopia
confocal in vivo. Plexo nervioso subasal confocal in vivo. Estroma. Imagen confocal in vivo. Endotelio y parte de
de la cérnea. Imagen cedida por el cedida por el area clinica. IOBA. estroma posterior. Imagen cedida por
drea clinica. IOBA. el drea clinica. IOBA.

Para el presente trabajo es fundamental definir las estructuras que conforman
el nicho limbar en el limbo esclero-corneal y que han sido descritas previamente en el
trabajo realizado por el grupo de superficie ocular:*

* Se define la zona de transicidn epitelial conjuntival/corneal como una frontera
entre dos tipos celulares, con fenotipo corneal y fenotipo conjuntival, donde se
diferencian tanto la morfologia celular como la intensidad en blancos/negros
(Figura 32)

» Las empalizadas de Vogt se definen mediante MCIV como:®"*° (Figura 33)

o Crestas de empalizada: estructuras lineares hiperreflectantes con un
espacio acelular interno y rodeadas por estructuras hiperreflectantes
pequenas.

o Criptas limbicas: son columnas de células epiteliales ocupando el

espacio entre las crestas mencionadas previamente.
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o Proyecciones estromales focales: estructuras ovaladas-circulares que se
encuentran cercanas a la terminacién de las empalizadas de Vogt,
rodeadas por células hiperreflectantes pequefias, correspondientes a

proyecciones estromales hacia el epitelio corneal.

Figura 32. Imagen de microscopia confocal in vivo. Zona de  Figura 33. Imagen de microscopia confocal in vivo.
transicion entre los epitelios corneal (flecha roja) y Crestas de empalizada (flecha verde). Imagen cedida por
conjuntival (flecha amarilla). Imagen cedida por el area el éreaclinica. IOBA.

clinica. IOBA.

* Melanocitos: células hiperreflectantes correspondientes a la distribucién de
pigmento en pacientes con limbo pigmentado.
* (Células de Langerhans: particulas hiperreflectantes morfolégicamente similares

a células dendriticas en capas basales de las empalizadas.
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4.4.4. Tratamiento

El tratamiento depende de la etiologia del SIL y de su severidad.®®"**

Siempre
hay que abordar primero el tratamiento médico vy, si no es suficiente, complementarlo
con un tratamiento quirurgico, sin desechar el primero tampoco en la preparacién

preoperatoria y en el periodo postoperatorio.>*?//8892794

Es interesante resefiar que no
s6lo se pierden células madre, sino el entorno bioldgico que permite su crecimiento y

desarrollo, complicando el abordaje de los tratamientos que se proponen.”’?

Tratamiento médico

Cualquiera que sea la causa de esta patologia, producird una reaccion
inflamatoria, mds o menos agresiva y duradera, por lo que, indiscutiblemente, la
primera medida terapéutica es abodar el tratamiento etioldgico de la patologia causal,
hasta el punto en que ya no se pueda mejorar mas la situacién de ese SIL.

La terapia antiinflamatoria se realiza mediante esteroides, inmunosupresores y
otro tipo de medicacion antiinflamatoria, todos ellos tanto por via topica como por via
sistémica. El empleo de corticoides estd limitado a periodos cortos de tiempo, ya que
su uso crénico presenta un alto riesgo de complicaciones. La ciclosporina A es eficaz y
segura a largo plazo, pero necesita un aporte continuo y en ocasiones provoca
problemas de tolerancia; no obstante, debe valorarse siempre su utlidad potencial.95_97

Se utiliza también tetraciclinas por via oral, como moduladores de la
inflamacidn de la superficie ocular, asi como otras potenciales alternativas como
derivados de la progesterona por via tdpica.

También hay que sefialar la importancia del uso de sustitutivos lagrimales
(gotas, geles, pomadas) que siempre seran Utiles para conseguir la regeneracion de la
superficie ocular. Existe, por ultimo, la posibilidad de utilizar, por via tdpica, colirios
derivados de la sangre del propio paciente. Son los llamados sueros autélogos y
derivados que, de forma sobredimensionada, son llamados a veces “terapia
regeneradora”. El colirio de suero autélogo, a diferentes concentraciones, promueve
la epitelizacién corneal y proporciona nutrientes adicionales.”® El colirio realizado con
plasma enriquecido en factores de crecimiento consiste en la elaboraciény
utilizacion de un plasma enriquecido con plaquetas que se obtienen de la sangre del

propio paciente después de ser activado con cloruro célcico, dando lugar a una
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estructura de fibrina biodegradable y a la liberacidén de proteinas. Este proceso
estimula la proliferacién y migracién de queratocitos y fibroblastos conjuntivales,
mejorando la cicatrizacion de lesiones corneales y estabilizando, por tanto, la
superficie ocular. Esta opcidn terapéutica es utilizada en otras especialidades médicas
como odontologia, traumatologia, dermatologia, etc.”®

Otra medida adicional es el uso de lentes de contacto para evitar, sobre todo,
las molestias referidas por el paciente; sin embargo, su uso a largo plazo, puede
facilitar la neovascularizacién, por reduccién de los niveles de oxigeno. Ademas,
aumenta la posibilidad de una infeccién.

Estos tratamientos, aunque no pueden solucionar la pérdida estructural del
limbo, ni la barrera fisica que proporciona, deben ser tenidos en cuenta, con el fin de
controlar la inflamacién, tanto previa como posteriormente a una técnica quirurgica

reconstructiva.

Tratamiento quirudrgico

Lo primero que debe plantearse, antes del abordaje quirurgico, es la situacién
del lecho corneal, independientemente de la técnica, ya que en muchas ocasiones es

fundamental proceder a una preparacidn previa, realizando queratectomia y

limbectomia para eliminar la conjuntivalizacién.>***"7*9°1% (Figura 34)

S =/ o
Figura 34. Desbridamiento del tejido conjuntival en un paciente afecto con sindrome de insuficiencia
limbar. Imagen cedida por el drea quirurgica. IOBA.

Tras la preparacion del lecho quirdrgico se realiza el abordaje de la patologia
mediante las siguientes técnicas:

1. Eltrasplante de membrana amnidtica, descrito en la década de los 80 como

tratamiento quirurgico para defectos de la superficie ocular, se utiliza como

primer abordaje terapéutico. Este tejido, debido a las propiedades de
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promocién de crecimiento epitelial y disminucién de la inflamacién, puede

restaurar la membrana basal y la matriz estromal.>**’* (Figura 35)

Figura 35. Implante de membrana
amniotica. Imagen cedida por el drea
quirurgica. IOBA.

Pero dado que no existe regeneracion del limbo de esta manera, no es posible
la recuperacién a largo plazo del epitelio corneal y de hecho se sabe que no puede
esperarse una solucién con un trasplante de MA en SIL mayores de 90 grados.”®

2. Eltrasplante de limbo se utiliza para solventar los problemas de afectacién del
limbo esclero-corneal y estabilizar la superficie ocular; estas cirugias,
presumiblemente, trasplantaban células madre, aunque nunca han funcionado
adecuadamente, puesto que el numero de células madre es minimo y no
permiten la regeneracién del epitelio corneal a largo plazo. Pero, ademas, los
problemas de rechazo inmune son importantes y se requiere inmunosupresion
prolongada. Existen varias técnicas en funcién del origen del tejido donado:*®”*

a. Trasplante conjuntival limbar-autélogo (CLAU). Trasplante de
tejido limbar sobre un soporte conjuntival del propio paciente.
b. Trasplante conjuntivo-limbar alogénico de donante cadaver (c-

CLAL).

c. Trasplante conjuntivo-limbar alogénico de donante vivo
relacionado con el receptor (Ir-CLAL).

d. Trasplante conjuntivo-limbar alogénico de donante vivo no
relacionado con el receptor (Inr-CLAL).

e. Trasplante queratolimbar autdlogo (KLAL).
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f. Trasplante queratolimbar alogénico (KLAL).

3. Debido a que estos estudios demuestran resultados pobres,” se hace necesaria
la opcion de un trasplante no ya tisular, sino celular, que asegure el aporte de
un gran numero de ellas, sobre todo cuando la situacidn ocular es grave. Por
este motivo surge la posibilidad del trasplante de células madre expandidas in

vitro o cultivadas. (Figura 36)

Figura 36. Trasplante de células madre a limbo corneal. Foto 1 Recipiente con el producto celular.
Foto 2 Sustrato de las células madre. Membrana amnidtica. Foto 3 Producto celular colocado sobre
la superficie ocular. Imagen cedida por el drea quirurgica. IOBA.

La expansidn in vitro es una técnica de regeneracién de tejidos utilizada en Ia
ingenieria tisular para solventar problemas en diferentes partes del organismo. Se
realiza una siembra de células que crecen y se dividen en un sustrato que permita su
trasplante.>*~®

Estos tratamientos permiten suministrar células madre de diverso origeny, en
el caso de la patologia ocular, células limbares o células epiteliales de la mucosa oral.
Pueden ser tanto procedentes de fuentes alogénicas como autélogas.

Es importante determinar el sustrato ideal para estos procedimientos, como
por ejemplo MA y/o matrices de fibrina.'®

Existen dos procedimientos quirdrgicos en base al origen de las células
utilizadas en el trasplante:

1. Trasplante de células epiteliales limbares cultivadas, es decir, tras expansion
in vitro, denominado CLET, utilizando las siglas del término anglosajén
“cultivated limbal epitelial transplantation”. Este trasplante puede
realizarse obteniendo las células del ojo contralateral (CLET autélogo) o

bien obteniendo las células de donante vivo o, preferentemente, de

caddver (CLET alogénico). El uso de CLET autdlogo tiene la ventaja de no
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necesita utilizarse inmunosupresion, pero la desventaja de que sélo puede
usarse en pacientes con patologia unilateral o bilateral con una afectacion
minima del ojo que serviria de donante. El CLET alogénico, sin embargo,
puede utilizarse en pacientes con patologia bilateral y en aquellos que
presenten afectacion unilateral, evita la necesidad de tomar una biopsia del
ojo sano eliminado asi la posibilidad de dafio iatrogénico. Pero hay que
tener en cuenta que la mayor parte de estudios han presentado mejores
resultados con autoinjertos, aunque con mas frecuencia se realizan
investigaciones en los que se utilizan ambos tipos de técnicas para mejorar
los resultados.*®°%1%2

Trasplante de células de mucosa oral. Esta posibilidad terapéutica fue
descrita por primera vez en 2004. Se realiza obteniendo una biopsia de la
mucosa oral y realizando un cultivo ex vivo de las células; al ser tejido
propio del paciente se evita el rechazo y las enfermedades infecciosas. Los
autores defienden esta técnica porque ha sido ampliamente utilizada en los
Gltimos afios y ha obtenido resultados prometedores.*®

Existen algunas posibilidades que no han pasado a nivel clinico, como las
células procedentes de foliculo piloso,™ las de tejido adiposo, las células de

|105

corddn umbilica o las células embrionarias®.
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5. Metodologia

5.1. Disefo del estudio y pacientes

Este trabajo de tesis doctoral estd incluido en el contexto de un ensayo
clinico fase I-1l de prueba de concepto, aleatorizado, controlado, con doble
enmascaramiento, basado en la hipdtesis de que el trasplante alogénico de células
madre mesenquimales médula 6sea (MSCT) es al menos tan seguro y eficaz como el
trasplante alogénico de células limbares epiteliales cultivadas (CLET) utilizado para
el tratamiento de cérneas dafiadas por SIL.

Ademas de la hipdtesis y de los objetivos propios de este ensayo clinico, este
trabajo de tesis doctoral afiade una segunda hipétesis reflejada anteriormente para
la cual, se ha analizado el nicho limbar de cada paciente incluido y los resultados se
han correlacionado con el resultado final del ensayo.

El protocolo (EudraCT 2010-023535-42) fue aprobado por el Comité Etico del
Area de Salud Este de Valladolid (Anexo 2) y por la Agencia Espaiiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) (Anexo 3). El ensayo se encuentra
registrado en www.The Clinical Trials.gov con el identificador NCT01562002 (Anexo
4).

Todos los procedimientos se llevaron a cabo en conformidad con la
Declaracién de Helsinki asi como las directrices sobre buenas practicas clinicas y de
fabricacion en lo que respecta a tejidos y células establecidas por la Unién Europea.
Todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito (Anexo 5).

El ensayo fue patrocinado la Unidad de Terapias Avanzadas IOBA-IBGM de la
Universidad de Valladolid, y fue subvencionado por el Programa Nacional de
Terapias Avanzadas (Ministerio de Salud de Espafia) e indirectamente (en costes de
personal), por el Centro de Medicina Regenerativa de Castilla y Ledn y el CIBER-BBN.

Este ensayo presenta las siguientes caracteristicas:

* Fase I-ll: pretende averiguar no sdlo la eficacia, sino también la tolerancia y
seguridad del producto experimental frente al control.
* Esun ensayo de prueba de concepto: pretende establecer que el producto

experimental es tan valido como el control, por lo que emplea el menor
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numero de pacientes posible, abriendo la puerta de lograr buenos
resultados, a ensayos con mayor numero de pacientes.

Unicéntrico se ha llevado a cabo en un Unico centro: la Unidad de Terapias
Avanzadas, IOBA-IBGM, de la Universidad de Valladolid.

Prospectivo: este aspecto es inherente a todo el ensayo clinico; los pacientes
fueron seguidos durante un afio.

Intervencional: la intervencidn realizada fue la aplicacion de productos de
terapia avanzada, concretamente, de terapia celular.

Controlado, con grupo paralelo: se administraron dos productos de terapia
avanzada distintos, experimental y control, de forma paralela a dos grupos
diferentes:

o Producto de terapia avanzada experimental, consistente en células
madre mesenquimales de médula ésea de origen alogénico (donante
vivo) cultivadas sobre membrana amnidtica y posteriormente
trasplantado a la superficie ocular afectada por SIL. El conjunto se
denomina MSCT (mesenchymal stem cell transplantation)

o Producto de terapia avanzada control, consistente en células
limbares alogénicas (donante cadaver) cultivadas sobre membrana
amnidtica y trasplantadas posteriormente, denominandose al
conjunto CLET (cultivated limbal epithelial transplantation).

Randomizado o aleatorizado: los pacientes fueron distribuidos de forma

aleatoria a uno de los dos grupos terapéuticos arriba mencionados.

Se incluyeron pacientes adultos, de ambos sexos, con los siguientes criterios

de inclusion y exclusion:

1.

Diagndstico de fracaso corneal unilateral o bilateral debido a SIL y
caracterizado por:
a. Ser de extension total y/o severo.
b. Estar acompafiado invariablemente de ceguera o baja vision.
c. En el que todas las terapias médicas disponibles asi como el
trasplante de membrana amnidtica u otros posibles trasplantes

realizados, habian fracasado.
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2. Ausencia de cirugias oculares en los 6 meses previos, con la excepcion de
poder haber sufrido un trasplante anterior previo en el contexto del
presente ensayo.

3. El ojo afecto debia haber sido sometido, justo antes de la cirugia, a terapias
médicas para disminuir el proceso inflamatorio lo mas posible.

4. El/la paciente debia aportar serologia negativa para las enfermedades
transmisibles exigidas en los trasplantes de legislacion visible (ver mas
adelante).

5. El/la paciente no debia tener contraindicaciones para recibir terapia
inmunosupresora sistémica.

6. El/la paciente debia ser capaz de efectuar todas las visitas de seguimiento

programadas.

Como el resultado final del trasplante de células puede depender
directamente de la etiologia del dafo limbico, las patologias se agruparon, en la
visita inicial, en una de las tres categorias etioldgicas de diferente gravedad,
enumeradas a continuacién de peor a mejor prondstico:'°

1. Grupo 1: causticaciones o quemaduras quimicas.

2. Grupo 2: queratoconjuntivitis cicatrizantes inflamatorias inmunes (por
ejemplo, sindrome de Stevens-Johnson, epidermdlisis necrotizante téxica,
penfigoide de las membranas mucosas, queratoconjuntivitis por rosacea,
etc.

3. Grupo 3: enfermedades con nulo o escaso componente inflamatorio (por
ejemplo, secuelas de cirugias multiples, secuelas crénicas de queratitis

infecciosa, aniridia congénita, etc).

El ensayo comprendia las siguientes visitas: la de inclusidn (visita 1), la de la
cirugia del trasplante (visita 2), 24 h posteriormente (visita 3), semanalmente
durante el primer mes (visitas 4-7), mensualmente hasta el 62 mes (visitas 8-12) y
cada dos meses hasta completar los 12 meses (visitas 13-15). Las visitas elegidas
para aportar los resultados finales fueron la visita 12 (6 meses) y la visita 15 (12

meses). Ademas habia visitas no programadas siempre que se juzgara necesario.
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La inmunosupresion oral se prescribid, para todos los pacientes, en la visita
inicial (visita 1) con uno de los farmacos siguientes (por orden de preferencia): 1,5-
2,0 g/dia de micofenolato mofetilo, 3-5 mg/kg/dia ciclosporina A, 1-2mg/kg/dia de
azatioprina. Este tratamiento se mantuvo durante 12 meses después del trasplante
y se suspendid en los tres meses siguientes. Pasado este tiempo, el paciente seguia
revisiones en nuestro centro, ya fuera del ensayo o bien siguié siendo evaluado en
su centro de referencia, o bien seguir las visitas habituales en nuestro centro. Se
controlaron estrechamente los efectos secundarios potenciales clinicamente y por

analisis de sangre/orina cada 2 meses.

5.2. Aleatorizacion y enmascaramiento

Este procedimiento fue realizado por la Unidad de Estadistica del IOBA (Dra.
Itziar Fernandez).

Después de la comprobacion de los criterios de inclusion/exclusién y tras
equilibrar la aleatorizacion de las tres categorias etioldgicas y prondsticas
comentadas, todos los trasplantes programados fueron aleatorizados en una
proporcién de 1:1 a CLET o MSCT. La aleatorizacidn se equilibré mediante el uso de
bloques permutados de tamafio de bloque variable con un tamafio maximo de 6. El
programa de asignacién aleatorizada fue generado por ordenador (R Statistical
Software). Cuando habia que asignar a ambos ojos de un mismo paciente, el uso de
CLET o MSCT fue randomizado para que ambos ojos no recibiesen necesariamente
el mismo tipo de trasplante.

Cuando algun ojo hubo de ser sometido a un segundo trasplante, la
asignacion a CLET o MSCT fue aleatoria; por lo tanto, los nuevos trasplantes, CLET o
MSCT, no fueron necesariamente los mismos que los anteriores que fracasaron.

Los productos de terapia avanzada fueron identificados por el nimero de
asignacion aleatoria y solo la Unidad de Estadistica y la Unidad de Procesamiento
Celular del IBGM conocian la identidad de cada producto. Los paquetes recibidos en
el quiréfano (y que seguian las normas de buena practica de manufacturacion) el
dia del trasplante eran idénticos, pues la Unica diferencia entre ellos era el tipo

celular crecido sobre el sustrato lo cual, légicamente, es imposible de discernir a
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simple vista. Por lo tanto, ningun personal sanitario conocia en ningin momento el
tipo celular asignado a cada trasplante.

Un factor que hubiera alterado el enmascaramiento es el uso de los
inmunosupresores orales, necesarios para evitar el rechazo inmune en el CLET
alogénico pero no en el MSCT alogénico, ya que las células mesenquimales, a priori,
no se rechazan. Y asi, para asegurar el enmascaramiento, se hizo necesario

inmnosuprimir por igual a todos los pacientes.

5.3. Procedimientos

Al inicio de estos procedimientos, todos los pacientes y todos los donantes
de tejidos y células alogénicas se sometieron a un cribado obligatorio de
enfermedades transmisibles, exigiéndose negatividad para el virus de
inmunodeficiencia humana, virus de linfoma de células T humanas, sifilis y hepatitis

B-C para ser incluidos en este ensayo.

5.3.1. Elaboracion de los productos de terapia celular

Las células destinadas a CLET o MSCT (productos de investigaciéon aprobados
por la AMEPS 09-137 y 10-134, respectivamente) se cultivaron sobre membranas
amniéticas humanas en la Unidad de Procesamiento Celular de la Universidad de
Valladolid (IBGM, Universidad de Valladolid), operada bajo buenas practicas de
fabricacion y licenciadas y acreditadas por la AEMPS.

Las membranas amniéticas humanas donadas y los anillos limbicos de
caddver (< 60 afos de edad) provenian de un banco de tejidos registrado y
acreditado (Centro Comunitario de Tejidos Sanguineos, Oviedo, Espafia). La médula
Osea se obtuvo de la cresta iliaca de pacientes donantes alogénicos menores de 60
anos de edad que dieron su consentimiento por escrito y estaban bajo otros
ensayos aprobados por la AEMPS.'"~1%9

Se prepararon las membranas amnidticas desepitelizadas (tamafio 2.5x2.5
cm) utilizando nuestro protocolo estandar publicado™ vy sirvieron como sustrato
para ambos tipos de células.

Para CLET, se obtuvieron dos piezas de 2x2 mm de anillos limbares

alogénicos que fueron procesados en las 4h siguientes y cultivados sobre
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membrana amniética (explantes), como ya se ha descrito.'® Brevemente, los
explantes limbares se mantuvieron inicialmente bajo una gota de suero bovino fetal
(FBS) (Life Technologies-Gibco) en condiciones estandar de 37°C, 95% de aire
humidificado y 5% de mezcla de gas CO,. Después de 24 h, se afiadieron 3 ml del
medio de cultivo siguiente: medio DNEM/F12 (mezcla 1:1) (Life Technologies-
Gibco), FBS al 5% (Life Technologies-Gibco), hidrocortisona 50 pg/ml (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EE.UU.), 0,5 ng/ml de toxina colérica (Gentaur, Kampenhout, Bélgica),
5 ng/ml de insulina transferrina-selenio (ITS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.),
dimetilsulféxido al 0,5% (Sigma Aldrich), 2,5 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico humano (Life Technologies-Gibco) y 0,5 mg/ml de gentamicina (Life
Technologies-Gibco). Los explantes limbares se mantuvieron en cultivo hasta que
hubo un frente de crecimiento celular de aproximadamente 2 mm (5-7 dias), y
después se retiraron para permitir una proliferacidn celular adicional hasta que las
células alcanzaron una confluencia del 90% (3-4 semanas). El medio de cultivo se
cambié cada 3 dias y la progresion del crecimiento se observé diariamente
mediante microscopia de contraste de fases.

Para MSCT, las células madre mesenquimales se caracterizaron siguiendo los
protocolos de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT).**1%1%y se
cultivaron en la parte superior de las membranas amnidticas, sembrandose 100.000
células frescas en una gota de FBS sobre la membrana amnidtica desepitelizada.
Después de 2 h, se afadieron 2 ml de medio DNEM (High glucose, Life Technologies-
Gibco) que contenian FBS al 20% (Life Technologies-Gibco) y 0,5 mg/ml de
gentamicina (Life Technologies-Gibco) y la incubacion continué a 37°C, 95% de aire
humidificado y 5% de mezcla de gas CO, hasta que las células alcanzaron una
confluencia del 90% (3-5 dias). El medio de cultivo se cambid cada 3 dias y la
progresion del crecimiento se observé diariamente.

Las membranas amnidticas se levantaron de sus placas de cultivo cuando
estaban cubiertas en, aproximadamente, el 90% de su extension, lo que suponia un
total aproximado de 250.000 células. Como se acaba de comentar mas arriba, las
células epiteliales limbares, se necesitaron entre 3-4 semanas, y para las células
madre mesenquimales en torno a 3-5 dias. Después de determinar que los cultivos

eran negativos para bacterias aerobias y anaerobios, hongos y micobacterias, los
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productos de terapia celular se liberaban y se llevaban al IOBA dentro de las 4
hanteriores a la programacion de la cirugia del trasplante.

Al no contar con cultivos adicionales, no se pudieron realizar
inmunotinciones de los productos a trasplantar. En todo caso, estos procedimientos
ya habian sido ampliamente experimentados y sus caracteristicas analizadas por

nuestro grupo de trabajo, por lo que no se considerd necesario repetirlo.7'9’111

5.3.2. Cirugias del trasplante

La cirugia (visita 2) tuvo lugar entre 3-6 semanas después de la visita de
inicio o inclusion (visita 1), y todos fueron realizados utilizando la misma técnica por
el mismo cirujano (Dr José M. Herreras) y enfermera (Inmaculada Pérez)
experimentados en el procedimiento quirdrgico y manejo de los productos de
terapia celular.’® La mezcla utilizada para la anestesia restrobulbar estaba
compuesta de 3cc de lidocaina al 5% (Lidocaina Braun®, Braun Medical SA,
Mensungen, Alemania). En primer lugar, se realizd una peritomia conjuntival y se
retiraron los tejidos, dejando al descubierto la esclera. El pannus fibrovascular, si
estaba presente, se raspd (queratectomia superficial) y se retird de la cérnea
receptora extendiéndose hasta el area limbica, permitiendo una peritomia limbar
de 360°. La superficie raspada se pulié con una fresa de diamante, y los vasos
sangrantes se cauterizaron.

A continuacion, el producto celular CLET o MSCT se levanté cuidadosamente
del recipiente de cultivo y se colocd con las células en contacto con la superficie
ocular del receptor. El injerto se suturé entonces a la epiesclera perilimbar, a 2-4
mm de distancia del limbo, con 8 puntos discontinuos de nylon 10-0. Se aplicaron
gotas topicas de un colirio en suspension de 1 mg/ml + 3 mg/ml de dexametasona y
tobramicina respectivamente (Tobradex® Laboratorios Novartis) y se colocé una
lente de contacto de 18-11 mm de diametro, ocluyéndose el ojo durante 24h.

El paciente fue evaluado a las 24 h tras la cirugia (visita 3) y se prescribié el
tratamiento anterior cuatro veces al dia hasta que se retiraron la lente de contacto
y los puntos en 4-6 semanas. A continuacién, se pauté un colirio de 1mg/ml de
dexametasona (Maxidex® Laboratorios Novartis) 4 veces al dia y se redujo

lentamente en los 3 meses siguientes.
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5.4. Evaluacion de los resultados

Todos los criterios de evaluacion de resultados se recogieron en la
visita 1 o inicial, a los 6 meses (visita 12) y a los 12 meses (visita 15). Se realizaron en
un orden establecido para minimizar las interacciones entre las pruebas (Tabla 2) y

se recogieron en un cuaderno de recogida de datos (Anexo 6).

Tabla 2. Pruebas realizadas y orden de ejecucion de las mismas en la exploracion de los pacientes en
las diferentes visitas hasta completar los 6 y los 12 meses de seguimiento.

Pruebas a realizar Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4-11y 13-14 Visita 12y 15
Inclusion Cirugia de | 24 h trascirugia | Semana 1-mes 5 y | Mes 6y mes 12
trasplante mes 7-11
Consentimiento informado X
Test de embarazo X
Historia clinica X
Cuestionario de sintomas y X X

calidad de vida

Agudeza visual X X X

Biomicroscopia de polo X X X X X
anterior con lampara de

hendidura

Tincién corneal con X X X X

fluoresceina

Iconografia externa X X X X X

Presion intraocular y X X

examen de fondo de ojo en

midriasis

Test de Schirmer X
Microscopia confocal in X X
vivo

Recogida de efectos X X X
adversos

Las visitas en las que se evalud la variacidn de los criterios de mejoria con respecto a la visita 1 inicial fueron las de los meses 6
y 12 (en rojo).
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5.4.1. Cuestionarios clinicos

Para medir los sintomas relacionados con el SIL y su impacto en las
actividades de la vida diaria se utilizaron tres cuestionarios (Anexo 7) que debian ser
entregados por personal sanitario (Inmaculada Pérez) y contestados por los
pacientes, sin intervenciones ni explicaciones externas:

o Cuestionario OSDI (Ocular Surface Disease Index) (version espafiola
homologada): evalta los sintomas de la superficie ocular en la ultima
semana con 12 preguntas y una puntuacién de 0-4 para cada una de
ellas, calculdandose la puntuacion final con una simple férmula.
Puntuaciones >12 indican ausencia de sintomas significativos, 13-32
puntos indican sintomas moderados y una puntuacién >32 significa
sintomas severos (puntuacién maxima, 100).112

o Cuestionario SIDEQ (Single Item Score Dry Eye Questionnaire): el
paciente otorga una puntuacion de 0-4 a cada una de las 7 preguntas
siguientes: sequedad, sensacion de cuerpo extrafio, quemazdn/escozor,
dolor, picazén, sensibilidad a la luz y visién borrosa (puntuacién maxima:
28).

o Cuestionario de calidad de vida NEI-VFQ25 (National Eye Institute 25-
item Visual Function Questionnaire): evallua el impacto del problema
ocular en la calidad de vida del paciente, donde las puntuaciones mas

altas en una escala de 0 a 100 indican una mejor funcién.'*?

5.4.2. Agudeza visual

Fue evaluada por Inmaculada Pérez. Tras la administracion de los
cuestionarios, se midié la agudeza visual (siempre con la mejor correccién posible),
usando el estudio estandar de retinopatia diabética de tratamiento temprano
(ETDRS), como es obligatorio en ensayos clinicos.

Es fundamental sefalar que la mejora de la visidn nunca es el objetivo
principal de este tipo de trasplante de células porque esta técnica pretende
reconstruir el epitelio corneal y no afectaria légicamente, a la opacificacién corneal

mas profunda, la catarata o el glaucoma que a menudo acompafia a estas
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patologias u otras causas potenciales de vision disminuida, como la patologia
retiniana concomitante en los casos de SIL tras cirugias multiples, el nistagmus, en
la aniridia congénita y otros. Para estas condiciones, si no son irreversibles, pueden
ser necesarias otras técnicas de rehabilitacion visual después de CLET o MSCT. Para
evitar una mala interpretacion por parte del paciente, se explicd en la visita de
inicio, la necesidad de procedimientos quirudrgicos considerados necesarios para
restaurar la vision tras el trasplante de células y se le dio un grado como se muestra

en la Tabla 3.
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5.4.3. Valoraciodn clinica de la superficie ocular

Estos procedimientos fueron realizados por la Dra. M. Calonge y un/a
alumno/a, especialistas en oftalmologia, del Master de Subespecializadas
oftalmoldgicas del IOBA, lograndose acuerdo en cada uno de los signos puntuados.
Después de la determinacion de la agudeza visual, se evalud el estado clinico de la
superficie ocular mediante biomicroscopia de polo anterior usando una lampara de
hendidura (Topcon SL-8Z, Topcon Corp., 75-1, Hasunuma-cho, Habasi-ku, Tokio,
164, Japdn), realizando tinciones vitales con fluoresceina y tomando fotografias
(programa IMAGENet Fujifilm Finepix S1 Pro. Fuji Photo Film Co., Japdn,) en cada
visita.

Los signos evaluados fueron los siguientes y su rango y descripcidon se
encuentran en la tabla 3.

— Hiperemia o enrojecimiento conjuntival: fue evaluado en la conjuntiva
bulbar cercana a la cérnea. Las areas nasal y temporal fueron evaluadas

14 (puntuacion 0-4) y la

independientemente en base a la escala Efron
puntuacion final se obtuvo después realizar la media entre ambos valores.

— Opacidad epitelial corneal central: fue evaluada también en 4 grados.

— Integridad epitelial corneal (queratitis superficial y defectos epiteliales
persistentes): se valoré con la tincidon con fluoresceina sddica, usando una
tira comercial, previamente humedecida y aplicada el férnix inferior. Tras
dos minutos, se registré el grado de tincidn utilizando un filtro de color azul
cobalto (Topcon Corp. Tokio, Japdn) sobre la fuente de luz de la lampara de
hendidura y un filtro amarillo Wratten n2 12 (Eastman Kodak, Rochester, NY,
EE.UU.). Se registraron tanto la queratitis punteada superficial (esquema de
Oxford, puntuacién 0-5),'*> como la presencia de defecto epitelial.

— Neovascularizacién superficial corneal (area/longitud): se valoré como se

indica en la tabla 3.
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5.4.4. Otros procedimientos

Estos procedimientos fueron realizados por Inmaculada Pérez, excepto la
visualizacion de fondo de ojo (realizado por alumnos del Master de
Subespecialidades Oftalmoldgicas del IOBA).

Se realizé el test de Schirmer sin anestesia tdpica para evaluar la produccién
de la lagrima. Para ello, se colocaba una tira estéril de Schirmer (Tearflo, HUB
Pharmaceuticals LLC., Rancho Cucamonga, CA, EE.UU.) en el canto lateral del
margen inferior del parpado. La longitud de la humectacién se midié después de 5
minutos, con los ojos cerrados.

La presion intraocular se evalué utilizando un tondmetro Perkins (Perkins
MK 2, HS Clemens Clarke Internantional, Essex, Reino Unido).

La evaluacidn del polo posterior se realizé mediante oftalmoscopia indirecta
bajo la dilatacién farmacoldgica de la pupila. Cuando la opacidad de los medios
impidedia la visualizacién de las estructuras intraoculares mediante el examen de la
lampara de hendidura o la oftalmoscopia, se realizaron tomografia optica de
coherencia del segmento anterior (OCT) o ecografia de segmento posterior

(ultrasonido).

5.4.5. Microscopia confocal in vivo (MCIV)

Esta técnica fue realizada y valorada en todos los pacientes por Inmaculada
Pérez.

El microscopio confocal utilizado fue el Heidelberg Retinal Tomograph
versién 3 (HRT3) acoplado al Rostock Cornea Module (RCM) (RCM-HRT3)
(Heidelberg GmbH, Heidelberg, Alemania), con lente de microscopio Zeiss 63x. Este
equipo permite obtener cortes coronales del tejido observado mediante el uso de
un laser infrarrojo de 670 nm (laser clase 1), de 384 x 383 pixeles con un campo de
400 pm x 400 pm, con un tiempo de adquisicion de 0,024 segundos para imagenes
en 2 dimensiones, con una resolucién optica de 2 um vertical y de 4 um horizontal,
teniendo una resoluciéon numérica de 1 um por pixel en vertical y horizontal y un

desplazamiento en profundidad de 1 mm.
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Se siguid el protocolo para la toma de imagenes sugerido por la firma
comercial productora del equipo, adaptando a la fuente de luz laser del RCM un
dispositivo de contacto corneal desechable y estérii TomoCap®. (Heildelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Alemania), cubierto en su superficie y en su cara
interna por una capa de gel lubricante Viscotears®. (Carbomero 980, 0,2%;
Farmacéutica Novartis S.A., Barcelona, Espaia). El software de adquisicién vy
procesamiento de imagenes fue el Heidelberg Eye Explorer V. 1.5.10.0. 2006
Heidelberg Engineering GmbH. Las imagenes fueron tomadas (Scan type: Section)
siempre por el mismo investigador. Tras la instilacion de anestesia tdpica con
clorhidrato de tetracaina 0,1% y clorhidrato de oxibuprocaina 0,4%, se colocé un
blefarostato tipo colibri en el ojo a examinar. En casos excepcionales se colocé una
lente de contacto terapéutica (Focus®. Dailies®. CIBA Vision Corp. Duluth, GA, USA).
Inicialmente se tomaron las fotografias de la cornea central desde el epitelio
superficial hasta el estroma anterior, con el paciente mirando derecho al frente.
Posteriormente, se captaron imagenes de los 4 cuadrantes del limbo, pidiéndole al
paciente que mirara hacia abajo, hacia temporal, hacia nasal y hacia arriba,
buscando encontrar un plano tangencial entre el tejido examinado y la superficie
del TomoCap® para lograr una mejor calidad en las imagenes. Para la zona limbar,
se enfocé inicialmente el epitelio superficial o intermedio de la periferia corneal y
luego se desplazé centrifugamente el plano focal del RCM, hasta encontrar la zona
limbar, momento en el que se hizo un barrido de la zona en sentido horizontal y

vertical 101386

Una dificultad que se presentd inicialmente fue localizar las
empalizadas de Vogt, por lo que se enfocaba cdrnea periférica identificando
estroma y epitelio basak y posteriormente se desplazab el laser periféricamente
hasta ver las empalizadas; cuando estas existian, una vez identificadas se enfocaba
la imagen del epitelio superficial y se realizaba barrido en sentido horizontal y
vertical (espesor del tejido).

Estas imagenes que permitieron evaluar la presencia de normalidad o no de

las estructuras tipicas del nicho limbar en los cuatro cuadrantes.
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5.4.5.1. Evaluacidon de la cornea central

En las imagenes tomadas de la cornea central se valord la presencia de
fenotipo celular epitelial: corneal, conjuntival o mixto, segun se define en tabla
3 10,84,116,117

Y asi, las imagenes confocales permitieron una evaluacién objetiva de la
presencia de SIL en la visita 1 y de la eficacia de las terapias de restauracion a los

6y 12 meses (Tabla 3).

5.4.5.2. Evaluacidn del nicho limbar

En las imagenes tomadas de cada uno de los 4 cuadrantes (nasal,
inferior, temporal, superior), se evalud la presencia de las siguientes
estructuras y el porcentaje de casos en que estaban presentes, sin pretender
una cuantificacion mas exahustiva:

* Crestas de empalizada: estructuras lineares hiperreflectivas con un espacio
acelular interno y rodeadas por células hiperreflectivas pequefias.”®**?
* Criptas limbares: columnas de células epiteliales ocupando el espacio entre

®l Estas estructuras, junto a las crestas de

las crestas de empalizada.
empalizada conforman las empalizadas de Vogt.

* Proyecciones estromales focales: estructuras ovaladas-circulares que se
encuentran cercanas a la terminacion de las empalizadas de Vogt rodeadas
por células hiperreflectivas.®>!*®

* Zonas de células claras y oscuras: Regiones de union entre grupos de células
epiteliales conjuntivales (claras) y corneales (oscuras).”

e (Células inflamatorias: células hiperreflectantes pequefias, generalmente en

grupos y poco definidas.**®171197124
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Células caliciformes: células reflectantes de tamano mediano, ovaladas,
aisladas y bien definidas.3**1®117121.122,124

Neovasos: estructuras lineales con forma tubular, definidos ocasionalmente
con signos de circulacidon vascular y frecuentemente con bordes
hiperreflectantes.''®!2!

Area de fibrosis: zona poco definida de hiperreflectividad donde no pueden
valorarse otras estructuras.”3125

Quiste conjuntival: estructuras circulares reflectantes en el borde y no

reflectantes en el interior.}*®12%123

Metaplasia escamosa: células epiteliales con nicleo de pequefio tamafio; 7%
otros autores lo identifican como células de citoplasma oscuro y nucleo y
bordes brillantes.'*’

Células de Langerhans: particulas hiperreflectantes morfolédgicamente

similares a células dendriticas en capas basales de las empalizadas.'**'*

El andlisis se ha basado en el trabajo realizado previamente en nuestro grupo

de investigacion,'® y en un trabajo fin de master realizado en el curso académico 2009-

2010 por Dario Victoria titulado “Microscopia confocal in vivo del limbo esclero-

corneal sano y afectado por el sindrome de insuficiencia limbica”.

De las 5 zonas examinadas en cada ojo (una de cérnea central y 4 de limbares),

se seleccionaron las imagenes mas representativas y de mejor calidad a juicio del
investigador (Inmaculada Pérez), eligiendo 6-12 fotografias de MCIV, intentando
excluir imagenes borrosas o no tangenciales. Sin embargo, en algunos casos se
incluyeron para el analisis imagenes del limbo parcialmente oblicuas, debido a la
imposibilidad de obtenerlas tangenciales, dada la gran dificultad técnica del

procedimiento de captura en pacientes poco colaboradores.

5.4.5.3. Colaboracion del paciente en la MCIV

Debido a que la naturaleza de la prueba de MCIV exige colaboracion del

paciente se establecid una clasificacién para determinar dicha cooperacion y averiguar

si ello afectaba a los resultados finales. Este baremo es subjetivo y depende

directamente del personal que realiza la prueba que en este trabajo, ha sido siempre la
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misma persona. En el analisis estadistico se realizaron evaluaciones de dos visitas

simultdneamente, comprobando si mejoraba, empeoraba o no se modificaba la

colaboracién de los pacientes. (Tabla 4)

Tabla 4. Clasificacidon para evaluar el grado de colaboracion del paciente al realizar a la microscopia
confocal in vivo

Grado | Significado

0 Nula. No colabora ni en posicion ni en tolerancia a la prueba

1 Minima.Trata de mantener la posicién ocular con mucho esfuerzo y pobres
resultados

2 Media. Colabora en el posicionamiento ocular con molestias minimas y tolera

la mayor parte de la exploracién

3 Madxima. Colabora en el posicionamiento ocular completamente y tolera bien

la duracién y molestias de la toma de imagen

5.4.6. Valoracion final

Todos los parametros evaluados en la visita incial asi como en los 6 y 12

meses depués del trasplante y las escalas asociadas se muestran en la Tabla 3.

5.4.6.1. Definicidn de éxito o fracaso del trasplante celular

Los objetivos primarios establecidos fueron los siguientes:

1. Mejora en cualquiera de los tres cuestionarios clinicos.

2. Mejora (de al menos un punto), en al menos dos de los tres pardmetros
clinicos siguientes: hiperemia conjuntival, opacidad corneal epitelial central o
queratitis punteada superficial.

3. Ausencia completa de defectos epiteliales persistentes.

4. Mejoria en el fenotipo corneal epitelial central evaluado por MCIV: si se
partia de fenotipo conjuntival, habria de mejorarse a uno corneal o al menos
a uno mixto; y si se partia ya de un fenotipo mixto, habria de obtenerse uno
corneal.

Los objetivos secundarios incluyeron:
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1. Mejora de la vision de una linea o mas.
2. Mejora de al menos un grado en los neovasos superficiales de la cérnea
periférica (area / longitud).
El resultado final, a los 6 y/o 12 meses, fue considerado éxito global cuando se

logro un éxito completo o un éxito parcial. Un éxito completo se obtenia cuando se

conseguian los cuatro objetivos primarios; y un éxito parcial suponia el logro de dos de
los cuatro resultados primarios o uno primario y uno secundario. El fracaso se ratifico

cuando sélo se cumplia uno o ninguno de los resultados primarios.*

5.4.6.2. Definicion de éxito o fracaso en la reconstruccion del nicho

limbar

Con respecto al estudio de la zona limbar, se considerd éxito a la aparicion de
algun cambio positivo, evaluado mediante MCIV, sobre la visita basal. Conscientes de
la importancia que tendria observar el mas minimo aspecto de la reconstruccion tras la
aplicacion de células madre, se decidié ser relativamente laxos en este aspectoy,
simplemente, valorar como éxito cualquier signo que supusiera una mejora sobre la
situacidn basal en cualquiera de los parametros referidos en el punto 7.4.5.2.

Se considero fracaso cuando no se observd ningun cambio positivo.

En los casos en los que se observarse alglin cambio, se realizaria una correlacion

estadistica con los hallazgos clinicos y de MCIV encontrados en cérnea central.

5.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado por la Unidad de Estadistica del IOBA, (Dra.
Itziar Fernandez), quien estimd que, dado que se trataba de una prueba de concepto,
con una muestra de 10 trasplantes por grupo se obtendria una potencia estadistica del
80% para contrastar la hipotesis de no inferioridad del grupo experimental respecto
del grupo control. Para realizar los cdlculos se asumidé una tasa de éxito del 80% en
cada grupo y un margen de no inferioridad del 25% a un nivel de significacion del 0,05.

Cada una de las variables cuantitativas fue resumida como media =
desviaciones tipica (DT), y las variables cualitativas se describieron como porcentajes

junto con sus intervalos de confianza del 95%. (IC 95%) La mediana y rango
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intercuartilico (RIC) se utilizaron para resumir las distribuciones de variables ordinales.
La hipdtesis de normalidad fue verificada utilizando el contraste de Shapiro-Wilk.

Para contrastar diferencias entre medias de dos grupos independientes se
utilizé el contraste t de Student para dos muestras independientes o su alternativa no
paramétrica, el contraste U de Mann-Whitney, si la hipdtesis de normalidad no fue
valida. La hipdtesis de homogeneidad de la varianza fue evaluada utilizando el
contraste de Levene. Las relaciones entre las dos variables cualitativas fueron
evaluadas a partir del andlisis de tablas de contingencia, utilizando, siempre que fue
posible, el contraste chi-cuadrado, o en su defecto, en aquellas tablas con frecuencias
esperadas pequeias, al contraste exacto de Fisher. La diferencia de medias a lo largo
del tiempo fue analizada utilizando el analisis de la varianza (ANOVA) con medidas
repetidas con un factor intra-sujeto. La hipdtesis de esfericidad requerida en este
analisis fue verificada mediante el contraste de esfericidad de Mauchly. Cuando fue
posible asumir esfericidad, se utilizé la correccion de Greenhouse.Geisser. Cuando la
hipdtesis global de igualdad de medias fue rechazada, se evaluaron las diferencias dos
a dos utilizando la correccion de Bonferroni para resolver el problema de las
comparaciones multiples. En algunos casos, donde no fue posible asumir la hipdtesis
de normalidad, se utilizé el contraste de Friedman, como alternativa no paramétrica
del ANOVA con medidas repetidas. Para las comparaciones dos a dos, se contrasto la
hipdtesis de simetria para las medidas repetidas, a partir del contraste de Wilcoxon-
Nemenyi-McDonald-Thompson.

Por ultimo, se evaludé el numero de meses hasta el fracaso del trasplante. Se
estimo la funcidn de supervivencia a partir del estimador de Kaplan-Meier. Ademas, se
utilizé el contraste log-rank para comparar las curvas de supervivencia de cada tipo de
trasplante.

Todo el andlisis estadistico se realizo utilizando el software estadistico R version

3.1.3 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).
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6. Resultados

Tal y como se ha comentado en la metodologia, se analizaron, en primer lugar,
los resultados correspondientes al ensayo clinico en si para contestar a la primera
parte de la hipdtesis de trabajo. Posteriormente, se hizo un analisis exhaustivo del
nicho limbar para demostrar la segunda parte de la hipdtesis y comprobar, por ello si
el resultado de éxito o fracaso del trasplante celular modificaba de alguna manera la

morfologia del nicho limbar de células madre epiteliales corneales.

6.1. Resultados del ensayo clinico

6.1.1. Caracteristicas de la muestra del ensayo

Inicialmente se reclutaron 27 pacientes caucasicos (36 ojos, 42 trasplantes
potenciales), entre el 22 de marzo y el 13 de diciembre de 2013. De ellos, 5 pacientes
(10 ojos) que habian sido aleatorizados para CLET, cancelaron la cirugia debido a
diferentes razones personales o logisticas. Por lo tanto, el nimero final de cirugias de
trasplante fue de 37 (26 ojos de 22 pacientes). De ellos, 16 casos fueron aleatorizados
a CLETy 21 a MSCT.

Del total de estos 37 trasplantes realizados, 9 casos (24,3%, IC 95%: 12,4-41,6)
no alcanzaran los 6 meses de seguimiento obligatorio y, por ello no se consideraron
para una evaluacién posterior (Tabla 5). Entre estos 9 casos, habia 5 CLET y 4 MSCT (6
ojos, 5 pacientes). Dos de esos 5 pacientes abandonaron el ensayo de mutuo acuerdo
con los investigadores. Los tres pacientes restantes (4 ojos) tuvieron re-trasplantes
evaluables posteriormente. La diferencia entre CLET (31,3%) y MSCT (19,1%) no

evaluables no fue significativa (p=0,6381).
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Tabla 5. Caracteristicas de los 9 trasplantes (6 ojos, 5 pacientes) que no llegaron a la primera evaluacién

establecida de los 6 meses.

Tiempo
N2 de trasplantes transcurrido
Tipo de | Enfermedad de Causa de fracaso.
perdidos/ desde la cirugia Resultado final*
trasplante base Observaciones
0Ojo/ne paciente hasta la pérdida
del trasplante
Injerto inexistente en el Re-trasplantado
1/0D/5 MSCT
dia 1 post-trasplante. (No. 2)
Suturay la lente de Re-trasplantado
2/0D/5 MSCT
contacto en su lugar. (El (No. 3)
] paciente refiri6 Re-trasplantado (No|
3/0D/5 MSCT Custicacion
Menos de 1 dia posteriormente que los 4)
bilateral
injertos de membrana
amnidtica recibidos en el El paciente
4/0D/5 CLET pasado también se abandona el
habian disuelto ensayo
inmediatamente
Injerto semi-adherido en
5/0D/10 CLET el dia 1 tras la cirugia y
recuperado de fornices
Re-trasplantado
Sindrome de inferiores en el dia 2. Las
2 dias CLET-8 en OD; MSCT|
Stevens-Johnson suturas estaban en su
6 en Ol)
6/01/10 CLET lugar. Las lentes de
contacto se caian
continuamente
Injerto desprendido.
Todos los puntos estaban
flojos; Sélo uno sostenia
Re-trasplantado
7/01/14 CLET Aniridia congénita | 2 dias el injerto, que estaba
(MSCT-10)
doblado bajo el parpado
superior. Lente de
contacto en su lugar
Queratitis Retirado al mes 2,
herpética Recidiva herpética por
8/0D/15 MSCT unilateral 2 meses intensa y perforacion queratoplastia
(defecto epitelial corneal posterior penetrante
persistente) tectdénica
Causticacion Injerto parcialmente Re-trasplantado
9/01/19 CLET 2 dias

unilateral

desprendido

(MSCT-13)

Ver anexo 8 para cada caso individual.
OD: ojo derecho; Ol: ojo izquierdo;

mesenquimales.

CLET: trasplante del epitelio limbar cultivado; MSCT: trasplante de células madre
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Finalmente, el numero de trasplantes plenamente evaluables en el periodo
minimo establecido de 6 meses fue de 28 (23 ojos de 20 pacientes), un 75,7 % del total
de trasplantes realizados. De ellos, 11 trasplantes (9 ojos, 9 pacientes) fueron CLET y
17 (16 ojos, 14 pacientes) fueron MSCT.

Los pacientes con trasplantes evaluables tuvieron una edad media de 49,3+
10,8 afios (rango, 28-77 ainos). Las mujeres comprendian el 42,9% (IC 95%: 25-62,2) y
los varones el 57,15 (IC 95%: 37,4-75) (p=0,253) (Tabla 6). La asignacion de pacientes a
los grupos CLET o MSCT fue estadisticamente independiente de la edad o el sexo.

Tres de los 20 pacientes (n27, 10 y 21) (Anexo 8) tenian cada uno de sus dos
ojos asignados a cada uno de los dos grupos, es decir, un ojo recibié CLET y el otro ojo
recibio MSCT.

De los 28 trasplantes, 5 (17,9%, IC 95%, 6,8-37,6) se evaluaron a los 6 meses
pero no a los 12 meses, ya que hubieron de ser retirados antes de llegar a los 12 meses
por los siguientes motivos. Uno de ellos (MSCT-2) fue retirado del ensayo debido a una
recaida grave de la enfermedad ocular de base, queratoconjuntivitis atdpica,
coincidiendo con un importante brote de la enfermedad sistémica de la que forma
parte, dermatitis atdpica, lo que provoco el fracaso del trasplante y también empeord
considerablemente su ojo contralateral. Los otros 4 casos (2 MSCT fracasados, 1 CLET
fracasado y 1 CLET con éxito parcial) fueron retransplantados para mejorar su
situacion.

De los 28 trasplantes que pudieron ser evaluados completamente, cuatro fueron
un segundo trasplante. De los 20 pacientes completamente evaluables (23 ojos, 28
trasplantes), cuatro tuvieron trasplantes en ambos ojos, tres de ellos tenian CLET en un
ojo y MSCT en el otro ojo, y un paciente tenia MSCT en ambos ojos. Dos de ellos
recibieron dos trasplantes en cada ojo, aunque uno de esos pacientes (n2 8) perdié sus
primeros trasplantes bilaterales dentro de las 48h después de la cirugia (Tabla 5).

Los tres grupos etioldgicos causantes de SIL, asi como su severidad y extensién,
fueron distribuidos equitativamente entre los grupos CLET y MSCT. En consecuencia, la
diferente naturaleza y severidad de la enfermedad de fondo no tuvo influencia en los
resultados. Las quemaduras quimicas (Grupo 1) fueron la etiologia mas frecuente
(57,1%), seguidas por las enfermedades inmunolégicas del Grupo 2 (25%) y las

etiologias no inflamatorias del Grupo 3 (17,9%).
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De los 20 pacientes plenamente evaluables, 12 (60%, IC 95%: 36,4-80,0) tenian
enfermedad bilateral: 6 pacientes tenian causticaciones (Grupo 1), 2 estaban
diagnosticados de sindrome de Steven-Johnson, 2 presentaban queratonconjuntivitis
atdpica, 1 tenia enfermedad de injerto contra huésped (todos ellos pertenecientes al
grupo 2) y 1 tenia aniridia congénita (Grupo 3). Cuatro de estos 12 casos bilaterales
recibieron trasplantes en ambos ojos. Un paciente, CLET-10, habia perdido ya uno de
sus 0jos y tenia una proétesis cosmética. Los 7 pacientes restantes solo tenian baja
visién en su ojo contralateral.

De los 8 pacientes con enfermedad unilateral, incluidos 5 casos de quemadura
guimica, tres eran ciegos o tenian sélo baja visién en el ojo contralateral debido a

patologias oculares no relacionadas (Anexo 8).

6.1.2. Complicaciones. Efectos adversos

No hubo complicaciones intra- o post-operatorias en ningun caso, excepto las
comentadas en los 9 pacientes que no lograron completar el seguimiento minimo.
Hubo tres acontecimientos adversos graves y 21 eventos adversos no graves,
incluyendo 10 que fueron leves y 11 que fueron de moderados a severos (Tabla 6).
Ninguno de ellos resultd relacionado con el tipo de trasplante celular recibido. La
mayoria se debié a la activacién o recurrencia de la enfermedad basal, y algunos
fueron atribuibles a la inmunosupresién concomitante.

En lo que se refiere al tratamiento inmunomodulador sistémico, se hizo
correctamente en todos los casos y, de hecho, no se detectaron casos de rechazo
inmunoldgico. Se prescribid micofenolato mofetil en 12 casos (3 CLET, 9 MSCT),
ciclosporina A en 6 casos (2 CLET, 4 MSCT) y azatioprina en 7 casos (4 CLET, 3 MSCT).
Tres pacientes tenian dos drogas inmunosupresoras concomitantemente, pues
estaban ya con dicho tratamiento debido a su enfermedad basal: CLET-10 sufria
enfermedad de injerto contra huésped y tenia micofenolato y azatioprina; MSCT-2 y
CLET-2 recibian ciclosporina y azatioprina debido a dermatitis atdpica severa y a un
trasplante cardiaco, respectivamente.

Los farmacos inmunomoduladores fueron bien tolerados en general y no hubo que

retirar la inmunosupresion en ningun caso. El micofenolato mofetil se redujo de 2
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g/dia a 1,5 6 1 g/dia en 3 casos debido a astenia. La ciclosporina A también se redujo

de 5 a 3 mg/kg/dia en 2 casos debido a una leve elevacién de la presién arterial.

Tabla 6. Acontecimientos o eventos adversos graves y no graves encontrados en todos los trasplantes
celulares realizados (N=37), incluyendo 9 trasplantes que no alcanzaron el minimo establecido, 6 meses
de seguimiento (5 CLET y 4 MSCT) 11 CLET y 17 MSCT)*.

EVENTO CLET (N = 16) MSCT (N = 21)
No. de eventos (%)/ | Relacion con la [Resultado final/ |Numero de eventos (%)* | Relacion con la | Resultado
Trasplante-Paciente No./ | medicacion del estudio [Comentarios (Trasplante-  Paciente | medicacion del estudio | final
Enfermedad de base/ | (trasplante  celular)/ No./ Enfermedad de | (trasplante celular)/
Inmunosupresores gravedad/ relacion base/ Inmunosupresores | Severidad/ Relacion
atribuible atribuible
Acontecimientos adversos serios
Queratitis 1 (2,7) 815/ Ulcera | Sin relacion/ Moderada/ [Resuelto con
herpética corneal persistente por | Recurrencia  de  la [secuela /
queratitis por herpes | enfermedad basal, [Trasplante de
simple/  Micofenolato | facilitada por trauma [cornea
mofetil quirdrgico ylo ftectonico
inmunosupresién (perforacion
inminente)
Perforacion 1 2,7/ 2-6/ | Sin relacion/ Severo/ [Resuelto con
corneal Queratoconjuntivitis Intensa recaida de la |secuela /
atopica secundaria a | enfermedad basal, ya [Trasplante de
dermatitis atépica | mal controlada [cornea
grave/ Ciclosporina + | sistémicamente tectonico
azatioprina
Neoplasia de la | 1 (2,7)/ 2-2/ Moderada/ | Sin relacion/ | Resuelto
superficie ocular Ulcera corneal | Moderada /| (cirugia
persistente secundaria a | Recurrencia de la | excisional) sin
la neoplasia persistente y | enfermedad basal con | secuelas/ La
los tratamientos | el mismo patrén que | accion del
requeridos/ antes del trasplante | trasplante
Ciclosporina+ celular (paciente | celular no se
Azatioprina inmunosuprimida  a | interrumpi6 ya
largo plazo debido a | que el defecto
trasplante  cardiaco | epitelial
previo) persistente
cicatrizo
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EVENTO CLET (N =16) MSCT (N =21)

No. de eventos (%)/ | Relacion con la [Resultado final/ Numero de eventos (%)* | Relacion con la | Resultado

Trasplante-Paciente No./ | medicacion del estudio [Comentarios (Trasplante-  Paciente | medicacion del estudio | final

Enfermedad de base/ | (trasplante  celular)/ No./ Enfermedad de | (trasplante celular)/

Inmunosupresores gravedad/ relacion base/ Inmunosupresores | Severidad/ Relacion

atribuible atribuible
Acontecimientos adversos no seriost
Pérdida del | 1 2,7)/ 4-5/ | Sin relacion/ | No resuelto sin | 3 (8,1  1,2,3-5/ | Sin relacion/ | No resuelto
trasplante dentro | Causticacion/ Severo/enfermedad secuelas/ No | Severa/ Causticacion / | Severo/enfermedad sin secuelas/
de las 24 hr tras | Micofenolato mofetil basal? (mismo destino | se tomaron | Micofenolato mofetil basal? (mismo destino | No se
la cirugia (no para todos los injertos | mas medidas; para todos los injertos de | tomaron mas
valorable ni en la de membranas | paciente membranas amniéticas | medidas;
primera amniéticas anteriores) | retirado del anteriores) paciente
evaluacion) ensayo retirado  del
ensayo

Pérdida del | 4 (10,8)/4, 6-14; 7-14; 9- | Sin relacion/ | Resuelto  sin
trasplante dentro | 19/ Grave / Stevens- | Severo/Desplazamient | secuelas
de las 48h tras la | Johnson (N° 5, 6); | o de la lente de | (todos fueron
cirugia Aniridia congénita (N° 7); | contacto re-

Lesion quimica (N° 9)/ trasplantados

Ciclosporina (N° 5, 6); con éxito)

Azatioprina (N°  7);

Micofenolato mofetil (N°

9)
Erosion corneal 2 (5,4)/ 14-20/ | Sin relacion/ Leve/ Leves [Resuelto  sin

Moderado/  Sindrome | / Triquiasis y distiquiasis [secuelas /
de Stevens-Johnson/ | rozando cérnea, debido [Eliminacion

Micofenolato mofetil

a enfermedad

permanente de

subyacente las pestafias
Episodio gripal 1 2,7)/ 10-14/ | Sin  relacién/  Leve/ | Resuelto sin
Moderado / Aniridia | Paciente no habia sido | secuelas /
congénita / Azatioprina | vacunado sin efecto en

el trasplante

* CLET, trasplante de epitelio limbar cultivado; MSCT, trasplante de células madre mesenquimales.
t Los eventos adversos no graves que se muestran son aquellos que fueron moderados o severos. Los restantes eventos adversos
no graves fueron leves, facilmente solucionados y todos se consideraron no relacionados con el trasplante celular: nauseas,
vomitos, faringitis, esguince maleolar e intervencidn de la protesis cosmética existente en el ojo contralateral. Tres pacientes se
quejaron de astenia leve y su micofenolato mofetil se redujo a 1,5 g/dia en un paciente y a 1 mg/kg en 2 pacientes mas. Dos
pacientes presentaron una elevacion leve transitoria de la presidn arterial que se controlé mediante la reduccidn de la dosis de
ciclosporina de 5 a 3 mg/kg/dia.

6.1.3. Evaluacidn final del ensayo: objetivos primarios y secundarios

El resumen de todos los hallazgos se encuentra en la Tabla 7 y su detalles en el Anexo

8.
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Tabla7. Caracteristicas, evaluaciones y resultado final de los 28 casos evaluables (23 ojos de 20 pacientes) con insuficiencia
limbar aleatorizados al grupo de trasplante de epitelio limbar cultivado (CLET) o de células madre mesenquimales (MSCT).

Caracteristicas/ Evaluacion CLET (N = 11) MSCT (N = 17) p-valor*
Mujeres/hombres — N (%); intervalo de | 3 (27,3); 7,3-60,7/ 9(52,9); 28,5-76,1/ 0,253
confianza (IC) 95% 8(72,7);39,1-92,7 8(47,1); 23,9 -71,5
Edad — afios (mediazDE) 52,4+10,5 47,2+10,8 0,3448
Sindrome de insuficiencia limbar
Grado: Total/ Severo — N (%),IC 95% 11 (100) /0 (0) 13 (76,5); 49,8 - 92,2/ 0,1324
4 (23,5); 7,8 - 50,2
Etiologia — N (%); 95% IC
Grupo 1: Causticaciones —16 (57,1) 7 (63,6); 31,6-87,6 9(52,9); 28,5-76,1 0,8669
Grupo 2: Enfermedades Inflamatorias | 2 (18,2); 3,2-52,3 5(29,4); 11,4 -56 0,8232
de base inmunolégica — 7 (25,0)
Grupo 3: Enfermedades no | 2(18,2);3,2-52,3 3(17,7); 4,7 - 44,2 1
Inflamatorias, otras—5 (17,9)
Meses desde el inicio de la enfermedad | 181,8+219,2 108,9+77,8 0,9437
hasta el trasplante — mediazDT
Dias desde el trasplante hasta la | 36,1+27,9 27,6121 0,1634
reabsorcion de la membrana amnidtica —
mediazDE
Evaluacion final: Objetivos primarios
Visita de inicio / 6 meses / 12 meses
Cuestionarios de sintomas / Calidad de
vida * (rango)— mediazDT
Single item dry eye questionnaire | 15,7+6,1/14,315,8/ 14,4+4,1 18,7+6,5/ 16,4+5,4/ 14,2+5,7 0,2379/
SIDEQ_ (0-28) p=0.0237y p=0.0336 entre la | 0,3408/
visita de inicioy 6 6 12 meses | 0,9178
Ocular Surface Disease Index OSDI (0- | 78,8+15,1/ 68,2+20,7/ 75,4+19,8 71,2+22,5/ 66,5+21,8/ 0,4795/
100; severo>32) p=0,0318 y p=0,0072 entre la 68,9124 0,8352/
visita de inicioy 6 6 12 meses 0,4306
National Eye Institute 25-item visual | 48,9+7/49,4+8,8/ 47,1+8,6 42,548/ 42,749,9/ 42,4+9,8 0,0239/
Function Questionnaire NEI-VFQ25 (O- 0,0774/
100) 0,2524
Signos clinicos (rango) — mediana (rango
intercuartil [IQR])
Enrojecimiento conjuntival (0-4) 2(1)/2(1)/1(0) 2(2)/2(1)/1(0) 0,6057/
p=0,0012 entre la visita de inicio p<0,0001 entre la visita de 0,2638/
y12 meses inicioy 12 meses 0,2438
Opacidad epitelial corneal central (0-4) | 3(1)/3(1)/ 2 (1) 2(2)/1(1)/1(0) 0,1323/
p=0,0129 entre la visita de inicio p=0,0023 entre la visita de 0,0275/
y 12 meses inicioy 12 meses 0,04
Integridad epitelial corneal: queratitis | 2 (1)/1(2)/ 0 (1) 2(2)/1(1.25)/0.5(1) 0,4693/
punteada superficial (0-4) p=0,0428 y p=0,0012 entre la p=0,0263 y p=0,0006 entre la 0,7356/
visita de inicioy 6 6 12 meses visita de inicioy 6 6 12 meses 0,3532
Integridad epitelial corneal: defecto | 0(2)/0(0)/ 0 (0) 0(0)/0(0)/0(0) 0,2558/
epitelial persistente o ulceracion (0-4) 0,3422/
1
Fenotipo epitelial corneal central
(microscopia confocal in vivo) — N (%); IC
95%
Fenotipo conjuntival 9 (81,8); 47,8 - 96,8/ 9(52,9); 28,5-76,1/ 0,2486/
18 (64,3)/ 11 (42,3)/ 7 (30,4) 5(50); 23,7 - 76,3/ 6 (37,5); 16,3 - 64,1/ 1/
3(33,3);9-69,1 4 (28,6); 9,6 - 58 0,2486
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Caracteristicas/ Evaluacion CLET (N =11) MSCT (N = 17) p-valor*
Fenotipo mixto 2(18,2);3,2-52,3/ 8(47,1); 23,9 - 71,5/ 1/
10 (35,7)/ 6 (23,1)/ 5 (21,7) 3(30); 8,1- 64,6/ 3(18,8); 5 - 46,3/ 0,4915/
3(33,3);9-69,1 2 (14,3); 2,5- 43,9 0,5735
Fenotipo corneal 0(0);0-32,2/ 0(0);0a22,9/ 0,8261/
0(0)/ 9 (34,6)/ 11 (47,8) 2(20); 3,5- 55,8/ 7 (43,8); 20,8 - 69,5%)/ 0,4152/
3(33,3);9-69,1 8(57,1); 29,7 - 81,2 0,854
Evaluacion final: Objetivos secundarios
Visita de inicio / 6 meses / 12 meses
Neovascularizacidén corneal: drea (0-4) — | 3(1)/3(2,5)/ 1 (3) 3(2)/2(2)/2(2) 0,3197/
mediana (IQR) p=0,0129 entre la visita de inicio p=0,0307 and p=0,0045 entre | 0,594/
y 12 meses la visita de inicioy 6 6 12 0,8416
meses
Neovascularizacién corneal: longitud (0- | 3 (0,5)/2(1,5)/ 1 (2) 2(1)/2(1)/1.5(1) 0,074/
4) — mediana (IQR) p=0,0307 and p=0,0044 entre la p=0,0055 entre la visita de 0,2271/
visita de inicio y 6 612 meses inicioy 12 meses 0,7037
Agudeza visual mejor corregida (AVMC): | 0,06+0,11/0,09+0,17/0,11+0,16 | 0,06+0,07/0,13+0,16/ 0,148/
todos los casos — mediatDE 0,13+0,14 0,1171/
0,3668
AVMC: casos exitosos — mediazDT 0,08+0,13/ 0,13+0,19/ 0,14+0,18 0.06+0.08/ 0.15+0.18/ 0,6837/
0.14+0.15 0,4592/
0,9307
Resultado final: EXITO 8(72,7);39,3-92,7/ 13 (76,5); 49,8 - 92,2/ 0,8232/
6 meses / 12 meses — N (%); IC 95% 7(77,8); 40,2 - 96,1 12 (85,7); 56,2 - 97,5 0,6241

*Entre los grupos CLET y MSCT. Los p-valores significativos se resaltan en negrita. Solo los p-valores significativos se muestran en las columnas 22 (CLET) y 32
(MSCT).

Como se explico en la metodologia, los objetivos primarios en la evaluacion final
alos 6y 12 meses eran 1) mejoria en al menos uno de los tres cuestionarios clinicos; 2)
mejoria en un paso en al menos dos de los tres signos clinicos; 3) ausencia completa de
defectos epiteliales persistentes; y 4) mejoria en el epitelio corneal central. Ademas,
los objetivos secundarios fueron definidos como 1) mejoria visual de una linea o mas y

2) mejoria, de al menos una unidad, en la neovascularizacién superficial.

6.1.3.1. Sintomas vy signos clinicos

Respecto a los cuestionarios clinicos, en el SIDEQ no se apreciaron cambios en la

visita basal y en las de los 6 y 12 meses en CLET. Si hubo mejoria significativa entre el
valor basal y la mejoria observada a los 6 y 12 meses en MSCT. Lo contrario ocurrid con
el OSDI, no mejorando en MSCT pero si en CLET. Respecto al cuestionario de calidad de
vida NEI-VFQ25, éste no mostré cambios. No hubo diferencias inter-grupo en ninguno
de los cuestionarios clinicos (Tabla 7)

En cuanto a los signos clinicos evaluados con lampara de hendidura, estos de

detallan en la Tabla 7 (e individualmente en Anexo 8), asi como en la Figura 37.
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Se aprecid una mejoria significativa en el enrojecimiento conjuntival entre el
grado basal y el presente a los 12 meses en ambos grupo, sin diferencias inter-grupo.

En cuanto al grado de opacidad corneal central superficial se aprecié una mejoria
a los 12 meses en ambos grupo, siendo ligeramente mejor para el grupo MSCT alos 6y
12 meses.

En cuanto al grado de queratitis punteada superficial la mejoria ya fue evidente a

los 6 meses y se mantuvo significativa a los 12 meses, sin diferencias inter-grupo.

Figura 37. Signos clinicos evaluados en la ldampara de hendidura que constituyen tres de los cuatro
objetivos primarios de evaluacidn del éxito/fracaso de los trasplantes de epitelio limbar cultivado (CLET,
N=11) y de células madre mesenquimales (MSCT, N=17).
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Las cajas se extienden entre el percentiles 25 y 75; las barras horizontales representan la mediana y las verticales se extienden 1,5

veces la longitud del rango intercuartil por encima y debajo de los percentiles 75 y 25, respectivamente. La media de cada grupo
se muestra mediante un rombo negro y los valores individuales de cada caso mediante circulos.

Por otro lado, en lo que se refiere a los defectos epiteliales persistentes, habia 5
casos que lo presentaron en el grupo CLET y 4 en el grupo MSCT; y entre los 6 y 12
meses, todos se resolvieron (Tabla 7, Anexo 8).

Como se esperaba, no hubo cambios significativos en la agudeza visual (aunque
se observé una tendencia a la mejoria en los valores medios (Tabla 6) pues, como ya se
ha explicado, las causas para que estos pacientes hayan perdido visidon van mas alla del
problema de superficie epitelial, que es el que primariamente se pretende reconstruir
con estos trasplantes (Tabla 7).

Por ultimo, en lo que se refiere a la neovascularizacién corneal superficial, tipica

de la mayoria de los SIL, se observd un descenso significativo en la extensién y en la

longitud en ambos grupos, sin diferencias inter-grupo (Tabla 7).
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6.1.3.2. Fenotipo epitelial en la cérnea central

Esta evaluacidn es el criterio mas objetivo, y por ello el mds importante, en la
definicidn de éxito total del trasplante, que requeria que el fenotipo epitelial de la
cornea de ojos trasplantados debia haber mejorado por lo menos un paso hacia el
fenotipo epitelial corneal normal. El resumen de estos resultados se encuentra en la
Tabla 7 (e individualizados en el Anexo 8) y en la Figura 38.

Al inicio, no hubo diferencias significativas en la distribucion del fenotipo
conjuntival o epitelial mixto en la cérnea central (prueba exacta de Fisher, p=0,226).
En consecuencia, el resultado de cada tipo de trasplante celular no pudo ser
influenciado por una presencia mas frecuente de un fenotipo mas favorable antes
de la terapia celular en ninguno de los tres grupos etioldgicos.

El cambio en el fenotipo epitelial en la cérnea central no fue
significativamente diferente entre CLET y MSCT a los 6 meses (p=0,524) o los 12
meses (p=0,5562).

Después de 6 meses, el 50% de los casos CLET (IC 95%: 23,7-6,3) y 62,5% de
los casos de MSCT (IC 95%: 35,9-83,7) habia mejorado el fenotipo epitelial en la
cornea central.

A los 12 meses después de la cirugia, el 66,7% de CLET (IC 95%: 30,9-91) y
71,4% de MSCT (IC 95%: 42-90,4) habian mejorado el fenotipo epitelial en la cérnea
central.

Las diferencias entre CLET y MSCT no fueron significativas (p=0,6891 vy
p=1,000) a los 6 y 12 meses respectivamente.

Para el grupo CLET, el fenotipo epitelial corneal estuvo presente en el 20,0%
(IC 95%: 3,5-55,8) y 33,3% (IC 95%: 9-69,1) de los trasplantes a los 6 y 12 meses,
respectivamente (las diferencias no fueron significativas).

Para el grupo MSCT, si se observaron diferencias significativas. Y asi, el
fenotipo epitelial corneal estuvo presente en el 43,8% (IC 95%: 20,8-69,5) y en el
57,1% (IC 95%: 29,7-81,2) de los casos a los 6 meses (p=0,0469) y a los 12 meses

(p=0,0234) meses, respectivamente.
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El porcentaje de casos que alcanzaron un fenotipo epitelial corneal, sin
embargo, no fue significativamente diferente entre CLET y MSCT ni a los 6 meses

(p=0,4152) ni a los 12 meses (p=0,854).

Figura 38. Distribucidn de fenotipos epiteliales posibles (corneal, conjuntival y mixto) en la cérnea
central, evaluados mediante microscopia confocal in vivo, en la visita de inclusion o basal, alos 6y a
los 12 meses tras el trasplante de epitelio limbar cultivado (CLET) o de células mesenquimales
(MSCT).
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Cada mosacio muestra el porcentaje (nimero de casos) de cada posible fenotipo epitelial en la cérnea central en ambos
grupos. Los mosaicos representan tablas de contingencia como matriz de rectangulos, cuyas dimensiones son proporcionales
a las frecuencias observadas en cada clasificacion. Los casos de fenotipo conjuntival (Conj), corneal (Corn) o mixto se
dividieron en proporciones relativas para cada tpo de trasplante, CLET y MSCT. El fenotipo conjunival disminuyé mientras que
el corneal aumento en los tiempos sucesivos.

6.1.3.3. Resultado definitivo de éxito o fracaso del trasplante

celular

Como se explicé en metodologia, se consideraron como éxito global aquellos
trasplantes que presentaron éxito completo o parcial. Un éxito completo significaba
que las 4 variables primarias mejoraban: sintomas, signos y el fenotipo epitelial en
cérnea central. Exito parcial era aquel trasplante que logré mejorar al menos dos
variable primarias o una de ellas mas una secundaria.

El éxito global de todos los trasplantes celulares después de 12 meses fue del
82,6% (19 de 23), 15 éxitos completos y 4 éxitos parciales.

El éxito global de todos los trasplantes celulares después de 6 meses fue del

75% (21 de 28 casos), existiendo 13 éxitos completos y 8 éxitos parciales.
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Cinco trasplantes fueron evaluados sélo hasta el mes 6 (4 casos re-
trasplantados, un caso retirado del ensayo), lo que explica la diferencia de
porcentajes. A excepcidon de CLET-2 y MSCT-15, que pasaron de éxitos parciales a
los 6 meses a éxitos completos a los 12 meses, el destino final de todos los
trasplantes ya estaba establecido a los 6 meses.

Todos los fracasos fueron en los ojos con lesiones quimicas (Grupo etiolégico
1, 4 de 7, 57,1%) o enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmune
(Grupo 2, 3 de 7, 42,9%). Ninguno de los cinco casos de enfermedad no inflamatoria
(Grupo 3) fracasé.

Entre los trasplantes del Grupo 1, el 75% tuvo éxito; dos de los casos fallidos
fueron CLET, y dos fueron MSCT.

Del mismo modo, el 25% de todos los trasplantes celulares fueron en
pacientes con enfermedades inmunoldgicas (Grupo 2) y de ellos, el 57,1% fueron

exitosos (2 MSCT en el mismo paciente y un CLET fracasaron).

El porcentaje de casos exitosos a los 6 y 12 meses fue ligeramente superior
para el grupo de MSCT (76,5% y 85,7% respectivamente) que para CLET (72,7% y
77,8% respectivamente), pero las diferencias inter-grupo no fueron

estadisticamente significativas (Tabla 7, Figura 39).
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Figura 39. Resultado final evaluado como éxito global, diferenciado entre éxito completo y parcial,
tanto a los 6 como a los 12 meses tras trasplante de epitelio limbar cultivado (CLET) como de células
madre mesenquimales (MSCT).

6 meses 12 meses
100-

75-

50-

Resultado exitoso (%)

25-

CLET mMsCT CLET MscT

Los éxitos completos se representan con los colores mas oscuros y los parciales con los colores mas claros. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes porcentajes en ninguno de los dos puntos de
evolucidn final para cada uno de los dos tipos de trasplante.

Por ultimo, el andlisis de la probabilidad de éxito de un trasplante celular
mediante la curva de supervivencia de Kaplan-Meier mostré lo siguiente. Tras CLET,
la probabilidad de supervivencia fue de 0,818 (Cl 95%: 0,6191-1,00) a los 6 meses y
de 0,716 (Cl 95%: 0,488-1,00) a los 12 meses. La probabilidad de supervivencia para
un MSCT fue de 0,812 (Cl 95%: 0.642-1.00) a los 6 meses y de 0,75 (Cl 95%: 0,565-
0,995) a los 12 meses. Las diferencias entre la supervivencia de CLET y MSCT no

fueron significativas ni a los 6 meses ni a los 12 meses (prueba log-rank, p=0,817)

(Figura 40).
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Figura 40. Probabilidad de éxito o fracaso de un trasplante celular de limbo cultivado (CLET) o de
células mesenquimales (MSCT), evaluada mediante el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier.
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Asi, los resultados finales fueron estadisticamente independientes del tipo
de trasplante, confirmando la primera parte de la hipédtesis de trabajo que
establecia que los nuevos trasplantes MSCT eran igual de eficaces que los mas
conocidos de tipo CLET y, ademas, igual de seguros, como ya se ha demostrado en

el apartado de efectos adversos.

Por ultimo, estos resultados finales se ilustran con dos ejemplos que
recibieron cada uno de los dos tipos de trasplante celular, uno en cada uno de sus

dos ojos. (Figuras 41y 42).
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Figura 41. Paciente N210 que recibié un trasplante del epitelio limbar cultivado (CLET) en su ojo
derecho y uno de células mesenquimales (MSCT) en su ojo izquierdo. Analisis con MCIV de la zona
central corneal del ojo derecho.

Visita mes 6

Figura 42. Paciente N210 que recibid un trasplante del limbo cultivado (CLET) en su ojo derecho y
uno de células mesenquimales (MSCT) en su ojo izquierdo. Andlisis con MCIV de la zona central
corneal del ojo izquierdo.

Visita 0 © Visitames 6

Paciente mujer de 44 afios que muestra un fallo corneal bilateral debido a la deficiencia de células
madre limbicas causada por un sindrome de Stevens-Johnson de 20 afios de duracién (perteneciente
al grupo etioldgico 2: enfermedades inflamatorias inmunoldgicas). La opacidad se limita a la cérnea
anterior (epitelio y estroma anterior) y existe catarata (no se aprecia en esta fotografia) y por lo
tanto el prondstico visual y el potencial de recuperacidn visual (ver tabla en anexo 8) asignado a
ambos ojos fue un grado 2 Se necesitaran 2 procedimientos quirurgicos: trasplante de células y
extraccion de cataratas en este caso. Antes de entrar en este ensayo, fue tratada agresivamente por
su severa sequedad y una intensa enfermedad palpebral durante varios meses. Perdid sus primeros
trasplantes bilaterales prematuramente (48h después de la cirugia) debido a un ajuste inadecuado
de la lente de contacto. Tuvo un segundo trasplante de células bilaterales, manteniendo sus
parpados cerrados, y fue seguida diariamente durante 10 dias sélo abriendo los pdarpados para
administrar colirios y por lo tanto los trasplantes se mantuvieron en su lugar. Las imagenes de MCIV
del epitelio corneal basal muestran un fenotipo epitelial mixto antes de la cirugia (visita inicio) y
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corneal a los 6 meses y 12 meses. La agudeza visual en el ojo derecho fue 0,25 en la visita inicial y
mejord a 0,32 a los 6 y 12 meses. La paciente no deseaba someterse a ninguna otra cirugia ya que
era capaz de continuar con su vida y debido al riesgo de provocar una recaida inflamatoria no se
alentaron nuevas intervenciones.

6.2. Resultados de la evaluaciéon del nicho limbar

El nicho limbar se evalio en los 4 cuadrantes (inferior, nasal, superior y
temporal), en tres tiempos (visita inicial y en los dos tiempos de evaluacién final, 6 y
12 meses) y valorando al presencia o ausencia de los parametros detallados en la

metodologia.

6.2.1. Andlisis de la colaboracién del paciente

Para descartar que el grado de colaboracién en la MICV del paciente pudiera
influir en los resultados, ésta se cuantificd, como ya se ha explicado en metodologia.
Aunque ya se han reportado anteriormente los resultados de MCIV para la cérnea
central, es realmente en el analisis del limbo donde mas se ponia a prueba la
colaboracién del paciente, ya que duraba mas tiempo y requeria que dirigiera la
mirada a diferentes posiciones.

Como se aprecia en la Figura 43 no se encontraron diferencias entre los
grupos de tratamiento ni entre las visitas con respecto a la colaboracion del
paciente durante la MCIV.

La valoracién realizada permite establecer que cuando se compard la
colaboracién de los pacientes entre las visitas inicial y la de los 12 meses, ésta
mejord en 7 pacientes del grupo CLET y no empeord ningln paciente; pero en el
caso de MSCT, la colaboracién empeord en 6 pacientes. Cuando esta comparacion
se realizd entre los 6 y los 12 meses, el grado de colaboracién, no empeoré en
ningun paciente en CLET y, de hecho, mejoré en 6; en el grupo MSCT, esta
colaboracién fue peor en 7 pacientes. Sin embargo, ninguna de estas diferencias

fueron estadisticamente significativas (Figura 43).
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Figura 43. Andlisis de la colaboracion de los pacientes en ambos grupos de tratamiento, en cada
visita.

Colaboracidn visita 6 meses -iniclal Colaboracion visita 12 meses-iniclal Colaboracion visita 12-6
meses

CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

CLET: trasplante de epitelio limbar cultivado/MSCT: trasplante de células madre mesenquimales.

@ >0: mejor
) =0:igual
@ <O:peor

97



CLET

Resultados

6.2.2. Evaluacidn de los diferentes parametros en el nicho limbar

Area de fibrosis

La distribucion de la presencia de fibrosis en cada uno de los cuatro

cuadrantes del nicho limbar se encuentra reflejada en la Figura 44.

Figura 44. Presencia de fibrosis en cada uno de los cuatro cuadrantes limbares evaluado por
microscopia confocal in vivo.VO0: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12 meses

Limbo inferior Limbo nasal

Fibrosis V0 Fibrosis V6 Fibrosis V12 Fibrosis V0 Fibrosis V6 Fibrosis V12

MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

CLET

MSCT CLET MsCT

CLET

Limbo superior Limbo temporal

Fibrosis V0 Fibrosis V6 Fibrosis V12

Fibrosis V0 Fibrosis V6 Fibrosis V12

CLE C cl S ISCT
MSCT CLET MsCT CLET MsCT CLET VSCT LET VSCT CLET S

@8 No: no se observa
3 si: se observa

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos, CLET o MSCT, en ninguno de los 4 cuadrantes, en ninguna de las 3 visitas

evaluadas.
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Neovasos

La informacién sobre de la presencia de neovasos en cada una de las areas

del nicho limbar estd presente en la Figura 45.

Figura 45. Presencia de neovasos en cada uno de los cuatro cuadrantes limbares evaluado por
microscopia confocal in vivo. VO: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12 meses

Limbo inferior Limbo nasal

Neovasos VO Neovasos V6 Neovasos V12 Neovasos V0 Neovasos V6 Neovasos V12

CLET MSCT CLET MSCT

CLET mscT CLET MsCT CLET MscT

B nN=7

Limbo superior Limbo temporal

Neovasos V0 Neovasos V6 Neovasos V12 Neovasos VO Neovasos V6 Neovasos V12

CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MsCT CLET mscT

@B No:no se observa
3 si: se observa

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas ni entre los grupos

de tratamiento ni entre visitas en ninguna zona limbar.
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La distribucion de las células caliciformes en cada uno de los cuatro

cuadrantes del nicho limbar se encuentra reflejada en la Figura 46.

Figura 46. Presencia de células caliciformes en cada uno de los cuatro cuadrantes limbares evaluado
por microscopia confocal in vivo. VO: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12 meses

Limbo inferior

Células Caliciformes VO Células Caliciformes V6

Células Caliciformes V12

CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

Limbo superior

Células Caliciformes V0 Células Caliciformes V6 Células Caliciformes V12

CLET MseT CLET mscT CLET mMscT

Limbo nasal

Células Caliciformes VO Células Caliciformes V6 Células Caliciformes V12

CLET MSCT CLET MsCT CLET MscT

Limbo temporal

Células Caliciformes VO Células Caliciformes V6 Células Caliciformes V12

CLET MSCT CLET MSCT CLET MsCT

@8 No: no se observa
3 si: se observa

No se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos, CLET o MSCT, en ninguno de los 4 cuadrantes, en ninguna de las 3 visitas

evaluadas.
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Células inflamatorias

La existencia de células inflamatorias en cada una de las zonas de limbo se

puede ver en la Figura 47.

Figura 47. Presencia de células inflamatorias en cada uno de los cuatro cuadrantes limbares evaluado
por microscopia confocal in vivo. VO: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12 meses

Limbo inferior Limbo nasal

natorias V0 Células Inflamatorias V6 Células Inflamatorias V12 Células Inflamatorias V0 Células Inflamatorias V6 Células Inflamatorias V12

MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

Limbo superior Limbo temporal
Células Inflamatorias VO Células Inflamatorias V6 Células Inflamatorias V12 Células Inflamatorias VO Células Inflamatorias V6 Células Inflamatorias V12
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

@8 No: no se observa
3 si: se observa

No se valoraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las

visitas de ninguno de los grupos de tratamiento en ninguna zona limbar.
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Quistes conjuntivales

La distribucidn de la presencia de los quistes conjuntivales todos los cuadrantes del

nicho limbar estd valorada en la Figura 48.

Figura 48. Presencia de quistes conjuntivales en cada uno de los cuatro cuadrantes limbares
evaluado por microscopia confocal in vivo. VO: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12 meses

Limbo inferior Limbo nasal
Quiste conjuntival V0 Quiste conjuntival V6 Quiste conjuntival V12 Quiste conjuntival VO Quiste conjuntival V6 Quiste conjuntival V12
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

-
@

Limbo superior Limbo temporal
Quiste conjuntival VO Quiste conjuntival V6 Quiste conjuntival V12
Quiste conjuntival VO Quiste conjuntival V6 Quiste conjuntival V12
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

|

@B No: no se observa
3 si: se observa

No se encontraron diferencias ni entre grupos de tratamiento ni entre visitas

en ninguno de los cuadrantes limbares.
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Crestas de empalizada/criptas limbares

La informacion sobre de la presencia de crestas de empalizada en cada uno

de los cuatro cuadrantes del nicho limbar se encuentra reflejada en la Figura 49.

Figura 49. Presencia de crestas de empalizada en cada uno de los cuatro cuadrantes limbares
evaluado por microscopia confocal in vivo. VO: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12 meses

Limbo inferior Limbo nasal
Crestas de Empalizada VO Crestas de Empalizada V6 Crestas de Empalizada V12 Crestas de Empalizada V0 Crestas de Empalizada V6 Crestas de Empalizada V12
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MsCT CLET MSCT

Limbo superior Limbo temporal
Crestas de Empalizada VO Crestas de Empalizada V6 Crestas de Empalizada V12
Crestas de Empalizada VO Crestas de Empalizada V6 Crestas de Empalizada V12
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

@8 No: no se observa
3 si: se observa

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos, CLET o MSCT, en ninguno de los 4 cuadrantes, en ninguna de las 3 visitas
evaluadas.

Sin embargo, se puede observar que en el nimero de pacientes que
presenta esta caracteristica varia ligeramente, en uno o en dos pacientes en alguna
de las visitas. El cambio mas relevante, aunque, no estadisticamente significativo,

fue en la zona inferior, donde si se detectd el aumento de las crestas de empalizada
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en tres pacientes que pertenecian al grupo MSCT (N2 10, 20 y 21) desde la visita de
inicio hasta la visita de los 12 meses. La colaboracidon en estos casos fue buena. Dos

de ellos fueron un éxito completo y el tercero un éxito parcial.

Zonas de células claras y oscuras

La distribucidon de estas zonas de transicidon de epitelios en cada uno de los

cuatro cuadrantes del nicho limbar se puede observar en la Figura 50.

Figura 50. Presencia de zonas de transiciéon de epitelios en cada uno de los cuatro cuadrantes
limbares evaluado por microscopia confocal in vivo. VO: visita inicial; V6: visita 6 meses;V12: visita 12
meses

Limbo inferior Limbo nasal

Zonas de transicion de epitelios VO Zonas de transicion de epitelios V6 Zonas de transicion de epitelios V12 Zonas de transicion de epitelios VO Zonas de transicion de epitelios V6 Zonas de transicion de epitelios V12

CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

Limbo superior Limbo temporal
Zonas de transicion de epitelios V0 Zonas de transicion de epitelios V6 Zonas de transicion de epitelios V12 Zonas de transicion de epitelios VO Zonas de transicion de epitelios V6 Zonas de transicion de epitelios V12
CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT CLET MSCT

@

@8 No: no se observa
3 si: se observa

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas ni entre grupos de

tratamiento ni entre visitas en ninguna zona limbar.
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En cuanto a la metaplasia escamosa no fue detectada en los cuadrantes
inferior y nasal, mientras que dos casos del grupo CLET si la mostraron en la visita

basal, uno en el area superior y otro en un cuadrante temporal.

Con respecto a las células de Langerhans, que también fueron evaluadas, no
se detectaron en ningun caso en la zona inferior. En el darea nasal se detectaron en
un solo paciente del grupo MSCT en todas las visitas: en el cuadrante superior se
observaron en un paciente del grupo MSCT en la visita 6; y en un paciente en el
grupo CLET en la visita 12; por ultimo en la zona temporal en ambos grupos se

hallaron en un paciente en la visita de los 6 meses.
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Por ultimo, estos resultados finales de la zona limbar se ilustran con dos
ejemplos que recibieron cada uno de los dos tipos de trasplante celular, uno en

cada uno de sus dos ojos. (Figuras 51y 52).

Figura 51. Paciente N210 que recibié un trasplante del limbo cultivado (CLET) en su ojo derecho y
uno de células mesenquimales (MSCT) en su ojo izquierdo. Anélisis con microscopia confocal in vivo
(MCIV) de la zona limbar del ojo derecho.

El analisis con MCIV de la cérnea central y el resto de sus caracteristicas puede consultarse en las
figuras 41y 42.

Visita 0 Inferior Nasal Superior

Visita 6 Inferior Nasal Superior Temporal
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Visita 12 meses Inferior Nasal Superior Temporal

Paciente mujer de 44 afios (paciente N2 10) que muestra un fallo corneal bilateral debido a la
deficiencia de células madre limbicas causada por un sindrome de Stevens-Johnson de 20 afios de
duracion (perteneciente al grupo etioldgico 2: enfermedades inflamatorias inmunoldgicas). Las
imagenes de MCIV de la zona limbar permiten ver en la visita basal (visita 0), crestas de empalizada
en la zona inferior y zonas de transicion de epitelios en las zonas inferior y superior; en la zona nasal
se detectaron neovasos (flecha naranja) y en la zona superior se valoraron lo que parecen células
inflamatorias (estructuras redondas hiperfluorescentes); no pudieron obtenerse imagenes de calidad
de la zona temporal. En la visita 6 se identificaron de nuevo crestas de empalizada en la zona inferior
y lo que parecen restos de crestas de empalizada en zona superior, en las zonas superior y temporal
aparecen zonas de transicion de epitelios, en la zona nasal se aprecia epitelio corneal (flecha roja) y
neovasos (flecha naranja). En la visita 12 se identificaron crestas de empalizada en zonas inferior y
superior; en zona temporal aparecen proyecciones estromales; en la zona nasal se aprecia una zona
de transicion de epitelios y neovasos (flecha naranja). Imagenes de cérnea central figuras 41 y 42.
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Figura 52. Paciente N28 que recibié un trasplante de células mesenquimales (MSCT) en su ojo
derecho. Analisis con MCIV de la cérnea central del ojo derecho.

%9 meses .« Visita 12 meses
. - "

]

Figura 52. Paciente N28 que recibié un trasplante de células mesenquimales (MSCT) en su ojo
derecho. Analisis con MCIV de la zona limbar del ojo derecho.

Visita O Inferior Nasal Superior Temporal
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Visita 6 meses Inferior Superior Temporal

Visita 12 meses Inferior Nasal Superior Temporal

Paciente vardén de 72 afios (paciente n28) pseudofaquico que muestra fallo corneal unilateral en OD
debido a cirugias multiples por desprendimiento de retina (perteneciente al grupo 3: otras causas no
inflamatorias) y con queratopatia en banda. Las imagenes de MCIV del epitelio corneal basal
muestran un fenotipo epitelial mixto antes de la cirugia (visita inicio) con células caliciformes (flecha
morada) y corneal a los 6 meses y 12 meses. En el analisis de la zona limbar: en la zona inferior
presentd una zona de transicién de epitelios junto a una zona de células caliciformes (flecha
morada), en zona nasal se valoraron zonas de transicion de epitelios junto a algunas células
inflamatorias (flecha amarilla), en &area superior se determinaron células inflamatorias (flecha
amarilla) y alguna célula caliciforme (flecha morada) y en zona temporal se mostraron células
inflamatorias (flecha amarilla) y lo que parece zona de transicidn de epitelios. En la visita 6 se aprecia
en drea inferior una zona de transicidon de epitelios, en el cuadrante nasal no se pudieron adquirir
imdgenes de calidad, en el drea superior se detectaron células en descamacién (flecha azul) y lo que
parece una zona de transicidon de epitelios y en la zona temporal se valoré una zona de transicion de
epitelios, células inflamatorias (flecha amarilla) y epitelio corneal. Y en la visita 12 en la zona inferior
se valoraron zonas de transicidon de epitelios junto a una zona de células en descamacion (flecha
azul), en area nasal se encontraron zonas de transicion de epitelios y una zona con algun quiste
(estrella verde) y alguna célula inflamatoria (flecha amarilla). En la zona superior se valoraron algin
quiste (estrella verde) junto a una zona de transicidon de epitelios y en el cuadrante temporal se
encontraron zonas de transicion de epitelios.
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En la figura 51 se puede ver imagenes de MCIV de un paciente que recibid
trasplante de limbo cultivado, en el que se hallaron, previamente a la cirugia,
crestas de empalizada en el cuadrante inferior con resultado de éxito total. En Ia
figura 52 se pueden apreciar las imagenes de un paciente que recibio trasplante de
células mesenquimales, en el cual, no se detectaron crestas de empalizada en
ningun cuadrante previo a la cirugia con resultado de éxito total. En resumen, no se
han observado cambios morfoldgicos en el nicho limbar que puedan explicar el
porqué unos trasplantes son exitosos y otros no. Por lo tanto, se cumple la segunda
parte de la hipdtesis de nuestro trabajo de esta tesis doctoral que establecia que el
resultado final de este tipo de trasplantes celulares no podrian explicarse en base a

una mejora anatémica del nicho limbar.
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Discusion
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7. Discusion

El presente trabajo de investigacion ha demostrado la veracidad de la doble
hipdtesis establecida. Por un lado, el MSCT resultd tan bien tolerado e igual de efectivo
qgue el CLET vy, de hecho, fue ligeramente superior en algunos aspectos. Ademas, se ha
podido constatar que el daifo objetivado en el nicho limbar antes de llevar a cabo los
trasplantes no ha mejorado, independientemente del resultado final del trasplante o
del tipo celular empleado.

Para llegar a este ensayo, se partio del estudio previo llevado a cabo en nuestra
Institucion y publicado en 2015, el cual, establecié las bases para la metodologia del
presente ensayo clinico. Las conclusiones de este trabajo fueron que CLET logré un
éxito en el 80% de los 20 casos trasplantados a los 1y 2 afios y en el 75% a los 3 afios,
sin diferencias estadisticas entre los CLET autélogos y los CLET alogénicos. Mediante
MCIV se concluyd que un 80% de los casos mejoraron su estatus epitelial previo. En
dicho trabajo, ya se discutieron ampliamente la metodologia, clasificaciones
empleadas y los hallazgos comparados con otros resultados publicados, siendo
similares o, incluso, superiores a lo publicado hasta el momento. Por esta razén, no se
incidira en la discusidon de la metodologia y resultados que el presente ensayo y
nuestra publicacidon de 2015 tienen en comun.™

Por lo que respecta a este ensayo, no existen estudios clinicos publicados en los
gue se hayan realizado MSCT a nivel de la superficie ocular en el ser humano, siendo
este el primer ensayo clinico reportado.

Por ello, la comparacion de nuestros resultados con otros publicados usando
células mesenquimales para reconstruir el epitelio corneal, es l6gicamente, imposible.
Aun asi, y en general, los porcentajes de éxito comparados con otras series en las que
se realizaba CLET, son similares.

Se puede establecer, a pesar de estas dificultades, que nuestros hallazgos, con
respecto a las alteraciones encontradas en pacientes diagnosticados de SIL, tanto en

cornea central como en limbo, son similares a lo reportado por otros autores.
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Discusion sobre el fenotipo epitelio corneal central, mediante MCIV, en pacientes
con SIL que van a ser sometidos a CLET o MSCT

Se realizd una revisién de las publicaciones cientificas en las que los pacientes
con SIL eran estudiados mediante MCIV. Los autores ya plantean la necesidad de una
prueba fiable y objetiva para la evaluacién del tejido corneal,’* y algunos de ellos
estudian la cérnea mediante MCIV tanto antes como después de la cirugia de
trasplante de células madre.>">131132

En la valoracion que se planted para los pacientes del presente ensayo, se tuvo
en cuenta el fenotipo presente en el centro de la cérnea evaluado mediante MCIV 2+
y, de hecho, ha sido la variable objetiva principal de este ensayo. Dicho fenotipo podia
responder a tres categorias: corneal, conjuntival o mixto.

El fenotipo epitelial corneal, definido ya por varios autores,>#//89119:121,129,133-136
es el que debe de existir en condiciones normales y es el siguiente: en la capa mas
externa, se observan las células en patrén poligonal, con citoplasma brillante, con
borde blanco hiperreflectante y nucleo con halo negro perinuclear de gran densidad,
con un tamafo aproximado de 50 um de didmetro y aproximadamente 5 um de
grosor, con una densidad de 600-1200 células/mm?; estas células gue se encuentran
en proceso de descamacion. En la capa celular epitelial intermedia se aprecia un
patron de células negras, con borde blanco hiperreflectante de gran densidad, de
tamafo inferior a las células superficiales, en torno a unas 30 um, pero con forma muy
regular y con una densidad en torno a 5.000 células/mm?en zona central y unas 5.500
células/mm?’ en la periferia. A medida que se profundiza en el epitelio, se aprecia un
aumento de densidad celular con un patrén similar al epitelio intermedio.

El fenotipo epitelial conjuntival viene principalmente definido por la presencia
de células caliciformes, ya que éstas células han de encontrarse en la conjuntiva
normal y nunca residen en el epitelio corneal normal. Estas células son redondas o de
forma irregular, muy juntas con un diametro celular >20 um, de tamafo irregular y una
relacion nucleo/citoplasma grande, presentando un citoplasma oscuro y nucleo
brillante, hiperreflectante.

El fenotipo epitelial mixto que viene definido por la presencia simultanea de los

epiteliales descritos. Estas caracteristicas de los tres patrones posibles de fenotipo
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epitelial de la poblacién celular de la superficie ocular estan resumidas anteriormente
en la tabla 3 y han sido descritas en otras publicaciones.?>?7-8%119,121,129,133-136

Algunos autores describen los cambios celulares en el SIL, con células epiteliales
corneales de bordes peor definidos y nucleos prominentes con aumento de su tamano.
Estos cambios son progresivos y se manifiestan en capas mas profundas en etapas mas
avanzadas. En las ultimas fases, este epitelio mostraria metaplasia y se hallaria
neovascularizacion en las mismas zonas, asi como la presencia de células
caliciformes.”’

Previamente a la cirugia, la distribucidon de los fenotipos conjuntival, corneal o
mixto en la cérnea central no presenté diferencias, lo que asegurd que este aspecto no
influyera en el resultado final de éxito o fracaso por esta variable.

En esta visita basal, se encontré un fenotipo mixto mayor en MSCT frente a
CLET, aunque sin significacion estadistica frente a un marcado fenotipo conjuntival en
ambos grupos (32% N=9). Ya fue comentado por Dua y colaboradores en el afio 2009
que su grupo de pacientes evaluados con diagndstico de SIL presentaban un epitelio
conjuntival en el 62,5% de los casos, con diferentes etiologias.116 También se ha
determinado la presencia de este fenotipo en pacientes con aniridia,®* una causa
importante del SIL primario. Como puede verse en el analisis se tuvo en cuenta el
fenotipo corneal y mixto como ya han determinando otros autores como Araujo y
colaboradores en su estudio de 2013, evaluando mediante MCIV a 13 pacientes
diagnosticados de SIL, donde establecieron la presencia de fenotipo conjuntival en el
76,9% de sus casos.'’

Como ya hemos establecido que la presencia de células caliciformes confirma
la presencia de fenotipo conjuntival, se establece directamente en otras publicaciones
la presencia de esta variable, como en el estudio de Dua y colaboradores del afio 2000
donde hallaron células caliciformes, aunque no ofrecen porcentajes.''® También Wang
y colaboradores, en su revisién del afio 2011, valoraron la presencia de células
caliciformes, mediante MCIV, en pacientes diagnosticados de SIL por causticaciéon

124 Shortt y colaboradores también encontraron

como grandes células hiporeflectantes.
correlacién entre los hallazgos en citologia de impresidn corneal y MCIV con respecto a
las células caliciformes en pacientes con aniridia. Antes de la cirugia, 6 de 8 ojos

evaluados mediante MCIV mostraron una fina capa de células hiper-reflectivas sin
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limites identificables y un paciente presenté fenotipo mixto.** Araujo, en el estudio de
2013, encontré un 69,2% de células caliciformes en pacientes diagnosticados de SIL,117
Miri y colaboradores en el afio 2012, en su estudio de 23 ojos afectados de SIL parcial o
total encontraron células caliciformes en patrén de roseta en 6 (34,8%) pacientes.121
Evaluando las publicaciones, se halla informacion interesante sobre el
comportamiento del epitelio corneal y su regeneracion. Por ejemplo, en el estudio de
Dua y colaboradores del aifio 2009, en el que detectaron células epiteliales corneales
en pacientes con SIL total, se planted la posibilidad de que por un lado existan nichos
no detectados o bien que exista una zona central corneal capaz de mantener la

116

poblacidn del epitelio.”™” Esta suposicion sobre las células madre ha sido hipotetizada

también por otros autores.®**°

Aunque no se ha evaluado en nuestro estudio, en otros si se ha tenido en
cuenta, la presencia de cambios en el plexo nervioso en pacientes con SIL'?® y en
pacientes diagnosticados de sindrome de ojo seco, encontrando diversos hallazgos
inespecificos.*?

También se han encontrado alteraciones celulares como la disminucién de la
densidad celular corneal**®*** en la zona central y limbar relacionada directamente con

138

la gravedad del SIL,**® alteraciones en el grosor corneal™® y ausencia de definicién de

las células, tanto de epitelio conjuntival como corneal.*?!

Por ultimo, algunas publicaciones evalian la metaplasia escamosa mediante
MCIV, correlacionado los hallazgos con los encontrados en citologia corneal,126
debatiéndose que técnica, MCIV o citologia es mas sensible para detectar esta

alteracion corneal.*!’

Discusion sobre la descripcion del nicho limbar mediante MICV, analizando su
posible relacion con el fenotipo epitelial descrito en la cérnea

En los pacientes con SIL, como ya se ha comentado, se produce una destruccién de
las empalizadas de Vogt y de hecho, ya en el afio 1999, Schwab y colaboradores
observaban la necesidad de encontrar un sustituto del nicho limbar destruido en estas
situaciones.**°

En los pacientes del presente ensayo se detectaron crestas de empalizada en la

visita basal en el grupo CLET en un paciente en limbo inferior y en un paciente de
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MSCT en limbo superior, obteniéndose porcentajes del 100% de ausencia de esta
estructura en el resto de zonas en ambos grupos de tratamiento.
En condiciones normales, se han detectado empalizadas de Vogt principalmente en

90,136,141 qentificadas como estructuras lineales

las zonas limbares superior e inferior,
hiperreflectivas con espacio acelular interno, que corresponden con las crestas de
empalizada. En la zona interna, se aprecian columnas de células epiteliales y
ocasionalmente puede valorarse la existencia de estructuras ovaladas al final de las
empalizadas que se denominan proyecciones estromales,2%87:90,118,128,136,142

Hay que precisar que algunos autores han declarado que, en ocasiones, no es
posible tomar imdagenes de las crestas y criptas limbicas, incluso en ausencia de
patologia, corneal o conjuntival.'*®* En nuestro estudio, se establecié una variable sobre
la colaboracién del paciente para documentar la calidad dudosa de algunas imagenes y
las dificultades para su adquisicion; y aunque se sospechaba que la colaboracion del
paciente seria peor en la visita inicial, no pudo demostrarse estadisticamente este
hecho, pero se ratifican las dificultades de la investigadora para obtener imagenes
valorables de algunos pacientes.

Patel y colaboradores, en su estudio del afio 2006, al evaluar el limbo inferior
de 50 pacientes sanos, encontraron las estructuras anteriormente mencionadas asi
como los hallazgos descritos por Kobayashi''® donde valoraron la variablidad en la
morfologia limbar, y como la pigmentacion determina la hiperreflectividad de las
imagenes y, ademas, describieron una disminucién de estructuras de empalizada y de
células epiteliales con el aumento de edad del sujeto.**®

En nuestro estudio, aunque no hubo diferencias significativas, se establecid un
porcentaje de crestas de empalizada previamente al tratamiento mayor en las zonas
inferiores y superiores frente a los cuadrantes nasal y temporal. Como ya se ha
comentado, habia mas crestas de empalizada en el limbo inferior en los casos que iban
a sufrir CLET y mas en la zona superior en los casos que iban a sufrir MSCT.

Shortt y colaboradores, en su estudio del afio 2007, evaluaron mediante MCIV,
los 4 cuadrantes limbares de 10 sujetos sanos y 8 pacientes con pérdida de células
madre de limbo, por diferentes patologias. Hallaron criptas en el limbo en superior e

inferior en todos los individuos sanos, pero no se encontraron en ninguno de los

pacientes afectados de patologia, encontrando, ademas epitelio adelgazado vy
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neovasos.’’ Nubile y colaboradores en el afio 2012 evaluaron a 17 pacientes
diagnosticados de SIL y establecieron la ausencia de crestas de empalizada asi como
cambios morfolégicos en las células.?® En el estudio dirigido por Deng y colaboradores
realizado en el afio 2012 objetivaron en 39 ojos diagnosticados de SIL con diferentes
etiologias, la desaparicion de empalizadas de Vogt en las zonas afectadas, ausencia de
fibras nerviosas, aumento en el tamafio y morfologia celular determinada por el grado
de la enfermedad y cambios metaplasicos.®* Hong y colaboradores, en el estudio del
ano 2011, evaluaron 23 pacientes con SIL debido a causticaciones mediante MCIV, en
los que realizaron KLAL; no se hallaron crestas de empalizada previamente a la cirugia
y si neovasos, asi como algunas zonas de epitelio conjuntival definido por células
poligonales con nucleo pequeio, fibrosis e irregularidad en las fibras de colageno;
también existian células inflamatorias y caliciformes, lo que indicaba la presencia de
conjuntivalizacidn corneal, quistes conjuntivales y neovascularizacién. Todo ello estaba
en consonancia con el estudio de Dua, en pacientes con SIL, donde encontraron los

116125 Fstos estudios confirmaron también

mismos hallazgos en el limbo y la cdrnea.
una disminucidén importante de crestas de empalizada en sus pacientes afectos por SIL.
Lagali y colaboradores, en el afio 2013, estudiaron las empalizadas de Vogt, de
20 ojos con aniridia y 17 ojos considerados normales.** Tomaron imagenes con MCIV
en zonas superior e inferior, zonas de transicidn y plexo nervioso. Se determind la
existencia o no de empalizadas de Vogt morfolégicamente intactas en un region
limbica con los hallazgos de células basales epiteliales, al menos dos estructuras de
cresta empalizada y al menos una proyeccion del estroma focal y la aparicion de
epitelio conjuntival y corneal, células caliciformes e inflamatorias. Establecieron las
caracteristicas ya mencionadas en las empalizadas de pacientes normales. Segun su
baremo. determinaron un paciente con morfologia normal y cérnea transparente,
mientras que en 5 de 12 ojos que tenian crestas de empalizadas y en 20 ojos, no las
hallaron. En los pacientes con grados mas avanzados de aniridia, se detecté un
empeoramiento de la estructura limbar, ya que también parecia verse afectada por la
edad.'®
Muchos autores han establecido que, debido a la edad, puede disminuir el éxito

de encontrar empalizadas de Vogt en sujetos sanos,"*®***!** |o cual induce a pensar

que estas dificultades también aumentarian en los ojos afectos de SIL.
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Discusion sobre los cambios producidos en el epitelio del centro de la cérnea al final
del periodo de evaluacién

Es habitual, como ya esta reportado, que los pacientes trasplantados presenten
diferentes hallazgos, evolucién y reaccion frente a los tratamientos, principalmente
motivado por la etiologia, el grado y la intensidad del SIL previo.*****’

Como ya se comenté en los resultados, el cambio en el fenotipo epitelial en la
cornea central no fue significativamente diferente entre CLET y MSCT ni a los 6 meses
ni a los 12 meses. En la visita de 6 meses, ambos grupos de tratamiento mejoraron a
un fenotipo epitelial corneal por encima del 49%, hecho que, se mantuvo a los 12
meses, sin presentar diferencias entre ambos grupos. Se pudo observar por MCIV un
patron de células negras con borde blanco hiperreflectante, con gran densidad, similar
a lo encontrado en pacientes intervenidos de KLAL por otros autores.”

Otros investigadores ya han comentado la presencia de entidades como células
caliciformes que ratifican el diagndstico de SIL, asi como otras variables como pueden
ser células inflamatorias, quistes conjuntivales y neovascularizacién.”

Los resultados de éxito global en el presente ensayo clinico en torno al 70% en
ambos grupos de tratamiento en tras 6 y 12 meses, requerian la mejoria del fenotipo
en el centro de la cérnea en los pacientes evaluados. Debe tenerse en cuenta que los
porcentajes de fenotipo corneal son inferiores a los éxitos obtenidos porque también
se considerd éxito completo a un fenotipo conjuntival que mejoraba a mixto, siempre
gue se cumplieran, ademas, los criterios clinicos. Ademas, se considerd también un
éxito parcial si, a pesar de no mejorar el fenotipo epitelial en el centro corneal, el
paciente mejoraba clinicamente de manera evidente. Con lo cual, la presencia de un
epitelio conjuntival en el centro corneal se considera siempre o un fracaso o un éxito
parcial si es que el resto de parametros clinicos mejoraba. Pero nunca se consideré un
éxito completo a un caso que terminaba con fenotipo epitelial conjuntival en el centro
corneal.

En el afio 2014, Shortt y colaboradores realizaron un estudio en pacientes con
SIL en el que se establecieron un protocolo de evaluacién segun diversos signos;
basandose en otros proyectos, asi como la experiencia de los investigadores, teniendo
en cuenta: opacidad corneal, neovascularizacién, irregularidad y defecto epitelial

segun gravedad, realizacion de fotografias de lampara de hendidura y con tincidn, y el
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analisis de un experto externo. En la MCIV determinaron si existian células epiteliales,
lo que se interpretd, en su ausencia, como Ulcera o cicatriz. Y consideraron que el
epitelio era normal tanto en fenotipo conjuntival como corneal, una o dos células de
espesor con nucleos pero sin uniones intercelulares, epitelio estratificado con limites
claros. Se asignaron puntuaciones a los pacientes seguln este analisis. La AV mejord en
el 79% de pacientes a los 6 meses y en el 71% al afo. Esta escala, en el andlisis de la
clinica, permite obtener, segun los investigadores, valores numéricos susceptibles de
cuantificar. Determinaron que la MCIV y la citologia por impresidn corneal son
complementarias. En sus grupos de pacientes hubo una regresion de los sintomas

clinicos a los 2 afios.'*®

Esta planificacion que se muestra es muy interesante para
estandarizar todos los estudios relacionados con estas cirugias de la superficie ocular y
es, de hecho, similar a la seguida en nuestro estudio pues el protocolo que hemos
desarrollado ha sido una modificacion personal del que estos autores utilizaron en su
publicacién de 2008.3*

En el afio 2015, Pedrotti y colaboradores, realizaron un estudio en pacientes
sometidos a CLET autdlogo tras un afio de la cirugia y evaluaron coérnea central
encontrando un 46,2% con fenotipo corneal y un 30,8% con fenotipo mixto.™"

Mastropasqua y colaboradores, en el aino 2016, realizaron CLET en 6 pacientes,
hallando en tres pacientes un fenotipo corneal, en dos pacientes un fenotipo mixto y
en un paciente un fenotipo conjuntival; en ninguno de ellos, a pesar de ser exitosos, se

observé ningun signo de mejora en la estructura limbar, analizada por MCIV.**?

120



Tesis doctoral: “Estudio mediante microscopia confocal del nicho limbar en pacientes con sindrome de
insuficiencia limbica sometidos a trasplante de células madre”

Discusion de la posible modificacion microscépica del nicho limbar evaluada por
MCIV a los 6 y 12 meses tras un trasplante de células madre y su relacion con el
fenotipo corneal

Existen pocas publicaciones que analicen el nicho limbar mediante MCIV tras
técnicas quiruargicas, incluyendo trasplante de células madre cultivadas.

Nuestro trabajo demuestra de forma objetiva que, independientemente del
resultado del trasplante o del tipo celular trasplantado, no se consigue la
reestructuracién de las estructuras del nicho limbar sano.

En nuestro grupo de investigacion, Ramirez y colaboradores en el afio 2015, ya
establecieron, mediante MCIV, que las zonas intervenidas para la obtencién de la
biopsia limbar en el ojo contralateral sano de aquellos casos que iban a recibir un CLET
autdlogo, no conseguian regenerarse tras la técnica, teniendo en cuenta, ademas que
se partia de un nicho celular normal.”

Aunque los datos no son estadisticamente significativos si hemos encontrado
tres casos en el grupo MSCT donde existian, mediante MCIV, crestas de empalizada
tras el trasplante, que no se habian constatado anteriormente, lo cual, podria
considerarse una notable mejoria del nicho. Dado que se trata de situaciones muy
graves y sin otras alternativas terapéuticas, consideramos que este hecho podria tener
relevancia clinica. Debe inisistirse en el hecho de que, en algunos pacientes, la
obtencién de imagenes fue dificil, siendo imposible en algunos casos evaluar todos los
cuadrantes. La mayor parte de los pacientes, tras la cirugia, mejoraron el estado de la
superficie ocular y la sintomatologia, lo cual, favorecid la realizacion de la prueba, a
pesar de que la colaboracion de estos pacientes concretos no fue mala, no deja de ser
una exploracion dificil y muy dependiente del paciente. No se puede excluir con
certeza, por ello, que esas crestas de empalizada encontradas tras el trasplante
hubieran existido ya previamente y que, sencillamente, no se lograron encontrar con la
MCIV.

Aln asi, es improbable, pues la colaboracion de estos tres pacientes segun
nuestra clasificacion, fue de 2-3, en todas las visitas y la calidad de las imagenes
mejord de la visita basal a las visitas de los 6 y 12 meses.

Tsai y colaboradores, en su estudio del afio 2000, tras realizar el trasplante

autdlogo CLET en 6 pacientes, establecen recuperacién del limbo dafiado en pacientes
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con SIL parcial, aunque no especifican cdmo lo evalian. Pero determinan que
obtuvieron: la reepitelizacion completa de la superficie corneal entre 2-4 dias después
del trasplante en los 6 ojos que recibieron trasplantes. Alrededor de un mes depués, la
superficie ocular estaba cubierta de epitelio corneal, y mejord la claridad de la cdrnea.
En 5 de los 6 ojos que recibieron trasplantes (83%), la AV media mejoré de 20/112 a
20/45. En un paciente con quemadura quimica que tenia opacificacion total de la
cornea, la AV mejoré desde la capacidad de contar dedos a 40 cm a 20/200; ningun
paciente tuvo neovascularizacién o inflamacién recurrente en el area trasplantada
durante el periodo de seguimiento.**

En el afio 2015, Pedrotti y colaboradores realizaron un estudio en pacientes
sometidos a CLET autdlogo tras un afio de la cirugia y, a pesar de encontrar fenotipo
corneal en un 46,2% y mixto en un 30,8% no hallaron empalizadas de Vogt en ningun
paciente.131

Mastropasqua y colaboradores, en el afio 2016, establecieron que en su grupo
de 6 pacientes que recibieron CLET, no hallaron empalizadas de Vogt tras el trasplante
en ningun cuadrante, a pesar de encontrar en tres pacientes un fenotipo corneal.’*

Otros autores han determinado también la regeneracién parcial o total de la
cornea central, en al menos el 50% de los pacientes intervenidos, pero han descrito
una ausencia total de empalizadas de Vogt en estos pacientes tras los tratamientos
regeneradores.**'3

Estos estudios estan en consonancia con nuestros hallazgos sobre la ausencia
de las empalizadas de Vogt en pacientes trasplantados independientemente del
fenotipo epitelial encontrado en la cérnea central

Dados los resultados obtenidos, se concluye que al menos en nuestro trabajo,
no existe relacién entre el éxito o fracaso de la reconstruccién del epitelio corneal
central y la situacion estructural del nicho limbar ya que no hemos hallado nuevas
crestas de empalizada en pacientes considerados éxito y, por supuesto, tampoco en
los considerados como fracaso.

Debido a la ausencia de esta regeneracion de las empalizadas de Vogt, algunos
autores se han planteado, la posibilidad de que exista un nicho de células madre en la
cérnea central,®® como se ha descrito en otros mamiferos,’° o en la cérnea periférica

cercana del limbo,® siempre que exista estabilidad de la superficie ocular. Esta
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explicacion podria interpretar como estas células madre trasplantadas serian capaces
de regenerar el epitelio corneal situandose estratégicamente en dichos nichos y
ejerciendo su funcion de células madre desde alli. Naturalmente, esto no deja de ser

una hipodtesis que aun no se ha abordado, hasta donde sabemos.

Discusion del analisis de las variables clinicas evaluadas estableciendo la relacién con
el resultado de éxito o fracaso del trasplante

Para valorar los resultados de nuestro estudio es necesario poder establecer
comparaciones con trabajos similares. Al no existir publicaciones sobre trasplantes de
células madre limbares cultivadas frente a mesenquimales en humanos, la discusién se
realizard comparando datos con los trasplantes en los que se utilizan células limbares o
CLET. El hecho de que, en general, los resultados entre CLET y MSCT hayan sido
similares, facilita esta discusion.

El parametro mas importante definido por los investigadores es la tasa de éxito.
Esta valoracion depende de diferentes variables segun los casos. Como se explica mas
adelante, los pardmetros mas utilizados en la bibliografia son la transparencia corneal,
la ausencia de defecto epitelial y la agudeza visual. Posteriormente, se evaldan los pros
y contras de usar estas variables, pero en definitiva, la ultima consideracion es el juicio
subjetivo del investigador, basandose en toda la informacién recogida. ™

El éxito general de todos los trasplantes celulares realizados en nuestro ensayo
después de 6 meses fue del 75% (21 de 28 casos: 13 éxitos completos, 8 éxitos
parciales). Después de 12 meses, la tasa de éxito fue del 82,6% (19 de 23) 15 éxitos
completos, 4 éxitos parciales. Los resultados arrojan cierta ventaja en los trasplantes
MSCT aunque sin significancia estadistica. Con respecto a CLET, nuestros resultados
son similares a lo recogido por otros grupos y dentro de la media, utilizando ambos
grupos. Para explicar estos porcentajes debe tenerse en cuenta, tanto el tipo de
muestra incluida como la gravedad de los casos, grupo etioldgico, control de
complicaciones, etc.

No hemos podido relacionar nuestros resultados obtenidos con los grupos
etiolégicos ni de severidad del SIL, como se explica mas adelante, dado el tamafno
muestral y la baja tasa de fracaso. Pero en nuestro estudio si se incluyen, como en

muchas investigaciones, un mayor numero de causticaciones.
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La tasa de éxito varia enormemente en los trabajos revisados que incluyen
pacientes CLET. Nuestro porcentaje es superior al reportado por algunos autores, 1
aunque la mayoria de trabajos publicados presentan valores entre 70-
100%;°124130140.1567183 oy 3lgunos estudios con indices entre el 10-12%."** Cuando los
porcentajes disminuyen con respecto al primer grupo mencionado, los autores
argumentan que sus muestras contienen un gran numero de pacientes graves. En
algunos casos se han establecido diferencias entre los grupos de gravedad como en la
serie publicada por Pauklin y colaboradores, en la cual, la superficie ocular se restauré
con éxito en el 83,3% de SIL parcial y en el 63,3% de SIL total.**” En el andlisis realizado
se valord también la existencia de éxito parcial, en pacientes que no habian tenido una
recuperacién completa pero que han mejorado en una o varias de las variables
medidas. Esta recuperacion parcial ronda porcentajes del 10-15%°" en la bibliografia
publicada, aunque muchos autores no tienen en cuenta esta clasificacién. En el estudio
de Ramirez y colaboradores, establecimos una tasa de éxito del 80% con similares
resultados entre CLET autélogo y CLET alogénico, en los primeros dos afios.™

Con respecto a los datos puramente demograficos, los pacientes incluidos en el
ensayo, tanto en un grupo como en otro, no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en sexo, edad u ojo intervenido. Debe establecerse que se realizaron mas
trasplantes MSCT debido a una pérdida de producto limbar en mas casos (tabla 6).

Como en la mayor parte de las publicaciones, el grupo de causticaciones es el
mas numeroso, al igual que en nuestro estudio.”® De hecho, hay varias publicaciones

6,152,155,157,165

gue sélo incluyen este grupo diagndstico. En nuestro analisis no se han

podido establecer diferencias entre los grupos etioldgicos ni tampoco en relaciéon con

los grupos de tratamiento. Otros autores han establecido que las patologias de base

94,166

inmune presentan peores resultados, y mejores en causticaciones. En el trabajo de

Subramanian y colaboradores en el que analizaron sélo pacientes que habian sufrido

causticacion establecen peores resultados en pacientes con quemadura por alcali

167

frente a los otros grupos, aunque no de forma significativa.™" Shin Ha, en su estudio

>2 En el ensayo

del afio 2005, recomienda estas cirugias en pacientes con causticacion.
clinico fase IV de Zakaria y colaboradores, al contrario que en trabajos anteriores, se

hallaron peores efectos en causticaciones (coherente al ser éste un grupo mads
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numeroso de pacientes, 38%) al comparar con patologias como aniridia, queratitis o
iatrogénicos.™!

Otro dato a tener en cuenta que puede determinar el éxito o fracaso es el
grado de gravedad. Como ya se explicé en la introduccion existen diferentes
clasificaciones; el problema es que esta forma de evaluar no esta estandarizada; asi
pues, es decisidon del investigador determinar la gravedad del caso. Nuestro andlisis no
detectd diferencias entre grupos de afectacidon ni tampoco en relacién con los grupos
de tratamiento; sin embargo una afectacién total, en otras publicaciones, provoca
peores datos finales,"*® como ya comentaron Burcu y colaboradores en su seguimiento
de casi tres afios en pacientes con causticacion quimica, donde obtuvieron peores

155

resultados en estos pacientes independientemente del tipo de tratamiento.”™ En el

trabajo de Tsai con 6 pacientes sometidos a CLET autdlogo, lograron una re-

epitelizacion completa de la cérnea en muy poco tiempo, en el primer mes, explicable

14

porque el SIL era parcial en 4 casos. ? Sangwan determiné éxito en el 12% de

164

pacientes con un grado severo de SIL.”" Sin embargo Daya y colaboradores establecen

éxito en el 70% de los pacientes de su estudio diagnosticados de casos graves."® Dadas
las consecuencias de estos tratamientos en estos pacientes con un dafo total, Shin Ha

recomienda esta cirugia sélo en SIL parcial.*>

En el estudio de Rama y colaboradores el
64,6% presentaban unos datos de éxito en pacientes con SIL total en un 97,3% de
causticaciones, logrando la trasparencia corneal con éxito en el 76,6% y éxito parcial
en el 13,1%, con estabilidad de hasta 10 afios de evolucién en algunos pacientes.
Establecen que la gravedad inicial es determinante para las conclusiones finales
aunque obviamente obtuvieron buenos resultados en este tipo de pacientes’ al igual

147

gue Pauklin.”™" En el estudio restrospectivo de Vazirani, entre 2001-2011, al no obtener

los efectos esperados, observan que en ojos con SIL parcial, no se produce la
regeneracion del epitelio corneal esperada; establecen por ello, que pueden existir
barreras moleculares o fisicas que impiden la migracion de células sanas a zonas

enfermas y la diferenciacion de las células madre, lo que haria necesaria la extirpacion

I 168

del pannus cornea La mayor parte de los investigadores estan de acuerdo en que la

ausencia de éxito es debido a la inclusién de pacientes con casos muy graves de

SIL,*****> con presencia de complicaciones ya antes de los trasplantes®” y/o a la falta de

control de factores como la inflamacién previa. 94,159
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Evaluacién de la variable AV en los pacientes sometidos a CLET o MSCT

La AV como variable para medir la eficacia del tratamiento es algo
controvertido, dado que la reepitelizacidn no puede conseguir la transparencia corneal
de todas las capas de la cérnea, sino solo del estroma mds anterior; aln asi es un
indicador muy utilizado en todas las publicaciones, algo erréneo en nuestra opinidn.
Solo se podria esperar una mejoria visual en pacientes cuya opacidad corneal sea
anterior y modificable al mejorar el estado epitelial y que, ademds, no tengan otra
patologia que cause disminucion visual, como catarata, glaucoma avanzado o patologia
retiniana previa. Obviamente, estos casos no van a mejorar su visiéon salvo que se
hagan procedimientos quirurgicos dirigidos a ello tras CLET o MSCT. Es por ello que, ya
en el estudio anteriormente realizado por nuestro equipo,’ establecimos una
clasificacién prondstica en funcion del numero de cirugias que preveiamos necesarias
para mejorar vision (tabla 3). Al paciente se le informaba también de esta situacién en
la visita de inicio para que no tuviera falsas esperanzas de mejorar su visién con CLET o
MSCT en casos en los que, por ejemplo, ya se preveia que necesitaria posteriormente
un trasplante de cdrnea por opacidad estromal total.

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en la AV a lo largo
de las visitas, aunque se observd una leve mejoria. La propuesta general de los
investigadores es realizar el trasplante de células madre y posteriormente, una vez
controlada la inflamacién, y en aquello casos de opacidad mas alla del estroma

123,158,160.169.170 o funcién de la afectacién corneal;

anterior, una queratoplastia
también pueden realizarse cirugias como queratectomia fototerapéutica o cirugia de
catarata o glaucoma,147 que proporcionan en muchos casos una mejor AV.'** Se
establece que la recuperacién visual se basa en que el espesor corneal total esté
transparente,162 incluyendo siempre un estroma sano.” Otros autores establecen, sin
embargo, que la mejora de AV depende directamente de la recuperacion de la

superficie ocular.*¥’

Otro elemento que se relaciona con la AV es la severidad del caso,
gue a medida que ésta aumenta se produce una disminucion de la AV, Ic')gicamente.155
Los porcentajes de mejora de AV en los diferentes estudios difieren mucho, lo que
puede explicarse por la propia variabilidad de los estudios y el uso de otras técnicas
quirurgicas tras el trasplante que tengan como objetivo mejorar este parametro. La

mejoria en los valores de AV que observamos en la bibliografia varian desde el 83% de
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Tsai y colaboradores™® hasta el 40% de Daya y colaboradores™ o los valores
publicados por Sangwan, donde realizd un estudio con 15 pacientes realizando
gueratoplastia posterior al trasplante celular en 14 de ellos, obteniendo un porcentaje
del 87% de pacientes con una AV 20/200 y un 53% con una AV de 20/60.'*° En otros
trabajos ya establecen que no se produce una mejora de AV tras el tratamiento,
incluso en pacientes considerados como éxito."**"*

Para aquellos investigadores que incluyeron cirugias coadyuvantes, se plantean
la eleccién de una cirugia como el trasplante de células madre expandidas y la
gueratoplastia simultdnea, o bien separar ambas cirugias. Basu y colaboradores han
realizado trabajos en esta linea, obteniendo datos de supervivencia del injerto del
80,6%, cuando se realizaron las dos cirugias separadas mientras que si se hacian las
dos cirugias en una misma sesion, la superviviencia era del 25-13%, lo que explica,

165

segun estos autores, un mayor riesgo de fracaso en la técnica conjunta.”” Otros

autores, entre los que nos encontramos, también defienden esta linea de actuacion;'’?
aduciendo que parece légico controlar la inflamacién antes de someter al paciente a

una queratoplastia, evitando asi el riesgo de rechazo.153

Evaluacién de la superficie ocular tras CLET o MSCT

Existen varios indicadores que establecen la recuperacidon de la superficie
ocular, pero no en todas las investigaciones se utilizan los mismos parametros y con la
misma valoracién. Como ya se ha comentado una estandarizacién de los protocolos
permitiria una comparacion mucho mas ajustada.

La opacidad corneal puede venir definida por alteraciones a nivel del epitelio
corneal o del estroma. Se utiliza en muchas publicaciones como indicador, aunque
presenta similares problemas de valoracion que la AV si el paciente tiene una
afectacion estromal completa. En nuestro trabajo, la opacidad corneal, evaluada en el
estroma anterior, disminuye a lo largo de las visitas, sobre todo en el grupo MSCT. Los
estudios publicados presentan diferencias importantes en esta variable, con
porcentajes como el 73% de Koizumi y colaboradores, que coincide con la

173 5 como el 35% publicado por Tsubota'’®. Otros autores, entre

recuperacion de la AV
ellos Basu, han determinado que hay una relacién directa entre la AV y la opacidad

corneal como, por otra parte, parece l6gico.'®
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La curacion de los defectos epiteliales persistentes es un indicador de la

158,159,173 ,
Y asi

regeneracién corneal normal tras el trasplante en muchas publicaciones.
se considera en este trabajo de manera que no podria haber habido un éxito si habia
defecto epitelial persistente. La reepitelizacion corneal conseguida con fenotipo

corneal se considera un indicador de éxito, 1471491>1,157.162,164170 4o s e o 719 130156172

de Schawb hasta el 100% de otros autores.’®'*%?

Tsubota y colaboradores
establecieron el hallazgo de epitelizacién corneal en el 31,4% de sus pacientes, eso les
hizo establecer la viabilidad de las células trasplantadas y que sdélo encontraron,
mediante marcador, células de donante en un paciente.”o La manera mds correcta
para evaluar esta caracteristica es determinar el fenotipo encontrado en la cérnea; que

154

puede realizarse de forma no invasiva y rapida mediante el MCIV;™" otros autores han

usado marcadores celulares o mediante citologia de impresion corneal. #31471>%160.161

Ya se comentd que este método necesita de la extraccion de las células poniendo asi
. .. 151 o

en riesgo el tejido regenerado.”” Cuando se utilizan marcadores moleculares, es

fundamental poder correlacionar estos datos con los hallazgos clinicos.'®*

Limitaciones de este trabajo

Consideraciones practicas del uso de la MCIV en este tipo de estudios

La realizacidon de la MCIV conlleva una serie de dificultades que complican la
adquisicion de imagenes de buena calidad y la colaboracion de los pacientes disminuye
a causa de las molestias provocadas por la exploracion. Aun asi, es la Unica técnica que
existe hoy en dia para visualizar estas estructuras a nivel microscodpico in vivo.

Ademas debe tenerse en cuenta con respecto al analisis limbar mediante MCIV
que hay un 10-20% de individuos donde no son visibles las crestas de empalizada,'’®
especialmente en sujetos no pigmentados.

Podria considerarse una limitacion mas el hecho de que la toma de imagenes
precisa de contacto directo con la cérnea, utilizando anestésico y gel o el uso de una
lente de contacto, lo cual, podria inducir alteraciones en la capa superficial del epitelio
cornea|.120,128,141,176

Para la realizacién de esta prueba se requiere de aprendizaje técnico, debido a

las caracteristicas del propio aparato, siendo éste, muy diferente a otros métodos
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diagnésticos, sin indicadores de fiabilidad excepto la propia exploracidon y sus

hallazgos, ademés de un tiempo largo de adquisicién de imagenes.*****

Estas imagenes
deben interpretarse tras su obtencion; es un analisis que se basa en la morfologia de
las diferentes estructuras y la diferenciacion entre blancos y negros, por lo que
requiere de una gran experiencia, ademas de depender de la reflexién de la luz por
parte de las distintas capas.®*8%120143177-179

Otro factor a tener en cuenta es que, durante las sucesivas exploraciones,
existe dificultad para evaluar el mismo punto de la cérnea o limbo, asi como la
obtencién de imdagenes de todas las zonas de estudio, tanto en limbo como en

121,180

cornea. Asimismo, estas imagenes deben ser reproducibles y de alta calidad, sin

133,134

problemas de enfoque. Pero mientras se realiza la adquisicién de imdagenes se

producen movimientos respiratorios, pulso y movimientos oculares involuntarios que
afectan a la secuencia de exploracién completa, 387133143181

Otros factores que deben tenerse en cuenta son la retrodispersion de la luz,®®
que se ve afectada presumiblemente por la edad, el sexo, la hora de exploracién'’®y la
opacidad de la cérnea'’y la presencia de haze corneal que provoca alteracién en la
dispersién de la luz y da lugar a problemas en la obtencion y andlisis de las imagenes.
117,182

Ademads, aunque esta técnica utiliza algoritmos automatizados de
segmentacion que permiten un control cuantitativo y morfolégico de la cérnea®® pero
su uso resulta muy dificil en pacientes con alteraciones severas de la superficie ocular.

Debe tenerse en cuenta que los hallazgos obtenidos en MCIV deben
correlacionarse con las imagenes clinicas. Esta técnica es pues complementaria al resto
de pruebas para asegurar el diagndstico y el control evolutivo.

A pesar de todo lo expuesto, la técnica MCIV proporciona una informaciéon muy
valiosa sobre las diferentes capas de la cornea y la estructura del limbo, imposibles de
obtener de otra manera y permitiendo una evaluacidn rapida y minimamente invasiva.
Y, aunque no haya sido objeto de nuestro estudio, permite un diagndstico in situ de
patologias corneales de gravedad.

Algunos autores como Chan y colaboradores de acuerdo con nuestro criterio,
establecen que la MCIV podria ser usado como herramienta de clasificacion de la

gravedad del SIL, sobre todo en la deteccidn de los cambios iniciales, el futuro
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pronostico de la enfermedad y posiblemente la viabilidad de los tratamientos
regeneradores,138 o bien permitir el analisis de las zonas limbares y centrales en la
evaluacién de tratamientos ya realizados.""**?

No debe olvidarse que permite un anadlisis objetivo de la presencia de fenotipo
corneal o de estructuras como las crestas de empalizada que es fundamental para

estandarizar los estudios de estas caracteristicas.

Dificultades en la comparacidon de los estudios de trasplante de células madre

cultivadas
Al realizar la investigacidon de los estudios de células madre cultivadas no pudo

realizarse la comparacién deseada, debido a multiples causas, como las diferencias en

68,154,162 157,172

los criterios de inclusion de pacientes, el tamafio de la muestra, el grado

de afectacién del SIL, la medida de la deficiencia de células madre,*®* o la etiologia del

25,28,162,166,185

SIL, que condiciona la respuesta al tratamiento. Existen situaciones como

por ejemplo, los casos de Stevens-Johnson o aniridia, en los que no presentan una
afectacion grave de la superficie ocular por el SIL, sino que también existe una peor

calidad en sus células y una peor evolucion tras tratamientos regeneradores debido a

148,163
d.

las caracteristicas inherentes a la enfermeda Otros factores limitantes a tener

en cuenta son la afectacién ocular previa, la fuente de tejido y su manejo,'**®* las

128

sustancias de soporte,”* la técnica quirdrgica,”*® los criterios de evaluacién y

10,25,28,148,184 25,28,68,151

valoracion, el manejo pre y postoperatorio y el tiempo de

seguimiento.>”*"2

Ya se ha mencionado que la valoracién del éxito o fracaso es muy heterogénea;
en algunos estudios establecen como éxito la estabilidad de la superficie ocular por la
ausencia de vascularizacion, conjuntivalizacién o uIceraciones;99 en otros, este éxito
viene determinado por la mejora de AV, lo cual, no siempre se corresponde con la

mejoria clinica o bien no se mencionan dicho pardmetro,**'**

gue en muchas
ocasiones esta determinado por la propia etilogia y la afectacion sobre este parametro
tan utilizado;'*® ademas la AV en muchas ocasiones se mejora con queratoplastia o
multiples cirugias, estableciéndose una gran diferencia con respecto a estudios que no

157

realizan estas técnicas.”™’ La presencia de cicatrizacidon profunda provocada por el SIL

no se soluciona Unicamente con la regeneracién del epitelio corneal. Por lo tanto, el
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pardmetro AV no es un indicador fiable a priori del éxito clinico o quirdrgico, como ya
se ha mencionado.™*

La ausencia de marcador de células madre también presenta problemas, tanto
para identificarlas antes como después del tratamiento, y no permite determinar el
origen de las mismas,”>'°**%® |o cual, responderia a preguntas sobre la evolucién de las
células una vez trasplantadas. A la hora de abordar dichos tratamientos, deberia
establecerse como se comportan las células trasplantadas, o formando una reserva o
dispersas en la superficie corneal y sufriendo una diferenciacion con el paso del
tiempo.

Otra cuestidon problematica viene determinada por la falta de protocolos
estandarizados para la produccién, manejo y evaluacion de la viabilidad de los
impIantes.27’28’100’151’186’187

Es fundamental instaurar un método objetivo para clasificar la gravedad del SIL
y cuantificar el nUumero de células madre requeridas en cada caso para la restauracion
de la superficie ocular, lo cual, permitira predecir el resultado de la evolucién del
paciente y por tanto mejorar técnicas y sustratos adecuandolos a los casos

COI’]CFG’COS.163

Estudio de las limitaciones del estudio CLET versus MSCT

Todos los estudios de esta naturaleza presentan limitaciones que de hecho la
mayoria de autores comentan en sus publicaciones.

El hecho de haber eliminado en nuestro estudio la citologia corneal como
método diagnodstico del epitelio existente en el centro de la cérnea , medida también
adoptada por otros grupos de trabajo,"*" presenta el problema de no poder establecer
correlaciones con la MCIV. Aunque las técnicas de citologia y MCIV son

8177 pero no permiten determinar, por si

complementarias, segun algunos estudios.
solas, si el epitelio corneal evaluado es producto del trasplante realizado.®*

La correlacién de los resultados se complica cuando participan diferentes
investigadores realizando la evaluacién de la superficie ocular aunque en nuestro
estudio, todos fueron analizados por el mismo investigador.'*®

Podria criticarse que en nuestro estudio no se han investigado las células

73,116,120,177

dendriticas, que aparecen con inflamacion, asi como las células de

131



Discusion

188,189 Estas células se han

Langerhans, que aumenta en procesos inflamatorios.
analizados en estudios de Sindrome de Ojo Seco que analizan plexo nervioso subasal y
estroma corneal, dando lugar a hallazgos como menor densidad y nimero de fibras,

asi como mayor tortuosidad nerviosa;******"’

y también los cambios producidos por
envejecimiento fisioldgico.'®® En nuestro estudio las metas planteadas pretendian
analizar mediante MCIV la presencia de los fenotipos corneal, mixto y conjuntival en
cornea central asi como la estructura del nicho limbar, por lo que un andlisis de otros
parametros habria complicado la exploracién y no nos habria proporcionado la

informacidn necesaria para culminar el estudio.
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8. Conclusiones

1. Los fenotipos epiteliales en el centro corneal, analizados por microscopia
confocal in vivo (MCIV) de los casos de sindrome de insuficiencia limbar (SIL)
gue han sido sometidos a terapia celular, bien de origen ocular (CLET) o
extraocular (MSCT), presentaron un fenotipo epitelial en el centro de la cérnea
preferentemente conjuntival y, en menor proporcion, mixto. No existieron
diferencias de partida en este sentido entre ambos grupos.

2. El nicho limbar, lugar donde residen las células madre epiteliales de la cdrnea,
estaba profundamente alterado en la visita de inicio en todos los casos.
Tampoco se observaron diferencias significativas entre los pacientes que
recibiria mas tarde uno u otro tipo de trasplante celular.

3. Como consecuencia de la experiencia adquirida en el manejo e interpretacion
de la técnica que ha permitido extraer estas dos primeras conclusiones, se
puede concluir que la determinacién del fenotipo epitelial en el centro de la
cornea mediante MCIV es el signo clinico mas objetivo tanto para diagnosticar
un SIL como para valorar el éxito de este tipo de terapias celulares, incluso
teniendo en cuenta sus limitaciones. Igualmente, la misma técnica aplicada al
nicho limbar aporta el diagndstico definitivo de alteracién morfoldgica de este
nicho celular.

4. En este ensayo clinico de prueba de concepto, las células madre
mesenquimales de médula 6sea alogénicas, tipo celular trasplantado en el
denominado MSCT, han resultado tan bien toleradas y eficaces como las células
epiteliales limbares cuyo trasplante se ha denominado CLET. Naturalmente, se
necesitaran ensayos con mayor numero de pacientes en cada una de las
patologias responsables de SIL para establecer esta afirmacién con absoluta
rotundidad.

5. Segun los hallazgos obtenidos a través de la MCIV, no es posible recomponer el
nicho limbar con los tratamientos de trasplante celulares que, sin embargo, si
logran mejorar el fenotipo epitelial en el centro corneal. Con ello, se descarta la
posibilidad de que la terapia celular aplicada a la superficie ocular tenga éxito a

través de una mejoria morfolégica del nicho limbar. Y asi, se debera abordar el
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mecanismo de accién de esta terapias a nivel corneal analizando otras

posibilidades, ya que a dia de hoy, aun se desconoce.
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MINISTERIO SECRETARIA GENERAL DE SANIDAD

DE E}ANIDAD, DIRECCION GENERAL DE
POLITICA SOCIAL FARMACIA Y PRODUCTOS
E IGUALDAD SANITARIOS

FECHA: 31 de enero de 2011

ASUNTO: Orden SAS/2377/2010, de 7 de septiembre, por la que se aprueba la
convocatoria correspondiente al ano 2010 de concesion de ayudas para el
fomento de la investigacion clinica independiente

REMITENTE:
JEFE DE AREA DE LA UNIDAD DE SUBVENCIONES PARA LA
INVESTIGACION
DIRECCION GENERAL DE FARMACIA Y'_j"’jRODUCTosE‘
SANITARIOS b

DESTINATARIO: Universidad de Valladolid
Plaza de Santa Cruz 8
47002 Valladolid
CC: Margarita Calonge Cano

TITULO: EC10-256 Terapias avanzadas para la reconstrucciéon de la
superficie ocular. Trasplante alogénico de células madre epiteliales
limbares (TACM-EL) frente a mesenquimales de médula 6sea (TACM-MO):
ensayo clinico randomizado y doble-enmascarado

Como continuacién de la resolucidén del Ministerio de Sanidad y Politica Social por la
que se ha aprobado la relacion definitiva de resultados de la convocatoria 2010 de
acuerdo con lo establecido por la Orden SAS/2377/2010, de 7 de septiembre, por la
qgue se aprueba la convocatoria correspondiente al afio 2010 de concesion de ayudas
para el fomento de |a investigacion clinica independiente le comunicamos lo siguiente:

- El plazo de ejecucion de las ayudas es de un afio de duracién y comprendera
desde el 1 de enero de 2011 al 31 de diciembre de 2011.
- Las partidas presupuestarias concedidas para este proyecto son las siguientes:

Gastos de personal 0,00 €

i 5“'! TF’Z"‘ N SAHIDS 1YP\-‘L%WT'§ ; -‘!]
Gastos de equipamiento 0,00 €
Gastos de material inventariable 0,00 € :
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Seguro 10.000,00 €
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Subcontrataciones derivadas 0,00 €

Gastos generales 0,00 €

Costes indirectos 5.000,00 €
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- La documentacion justificativa final del proyecto se llevara a cabo a través de la
presentacién de cuenta justificativa con aportacion de informe de auditor, que
los beneficiarios deberan remitir en un plazo no superior a SEIS meses desde
la finalizacién del plazo de ejecucién. Las memorias finales cientificas y
econdmicas se presentaran a la Unidad de Subvenciones para la Investigacion
de la Direccién General de Farmacia y Productos Sanitarios, Paseo del Prado
18-20 28014 Madrid. El incumplimiento de las obligaciones de reembolsc dara
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

AREA DE SALUD VALLADOLID — ESTE (CEIC-VA-ESTE-HCUV)

Valladolid a 20 de Diciembre de 2012

En la reunion del CEIC del Area de Valladolid — Este de 20 de Diciembre de 2012, se
procedié a la evaluacion de una modificacion relevante del siguiente Ensayo Clinico del
cual vosotros sois el CEIC de Referencia.

Cdédigo en el Hospital Clinico Universitario CASVE 11-108

TERAPIAS AVANZADAS PARA LA RECONSTRUCCION DE LA SUPERFICIE
OCULAR.TRASPLANTE ALOGENICO DE CELULAS MADRE EPITELIALES LIMBARES (TACM-
LE) FRENTE A MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA (TACM-MO): ENSAYO CLINICO
RANDOMIZADO Y DOBLE-ENMASCARADO.

Enmienda Relevante 2, de 1 de Diciembre de 2012.

Protocolo Version 3, de 1 de diciembre de 2012.
Hoja de informaciéon al paciente y consentimiento informado, versiéon 02 de fecha 1 de
diciembre de 2012.

A continuacion sefialo los acuerdos del citado El CEIC del AREA DE SALUD VALLADOLID —
ESTE en relacién a dicho Ensayo Clinico

Se aprueban las modificaciones.

Un cordial saludo.

7 dhuwr Yloes

Prof. F. Javier Alvarez.
Secretario

CEIC Area de Valladolid — Este (CEIC-VA-ESTE-HCUV)
Farmacologia

Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,

¢/ Ramoén y Cajal 7,

47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es
jalvarezgo@saludcastillayleon.es
tel: 983 423077

Wi Junta de
Castilla y Leon

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA - VALLADOLID ESTE 1
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID

Dr. Francisco Javier Alvarez Gonzélez, Secretario Técnico del Comité Etico de
Investigacién Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Area de Salud
de Valladolid Este).

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor IOBA, para que se realice
el ensayo clinico titulado:

“TERAPIAS AVANZADAS PARA LA RECONSTRUCCION DE LA SUPERFICIE
OCULAR.TRASPLANTE ALOGENICO DE CELULAS MADRE EPITELIALES LIMBARES
(TACM-LE) FRENTE A MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA (TACM-MO): ENSAYO
CLINICO RANDOMIZADO Y DOBLE-ENMASCARADO".

Cdédigo de protocolo: 10BA-05-2010

N° EudraCT: 2010-023535-42

Version: 1

Hoja de Informaciéon al Paciente y Consentimiento Informado: version espafiola 1
(18/Abril/2011)

y considera que:

El ensayo se plantea siguiendo los requisitos del Real Decreto 223/2004, de 6 de
febrero y las normas que lo desarrollan y su realizacion es pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo 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 seguro o la garantia financiera previstos son adecuados.

El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la hoja de
informacién para los sujetos y el plan de reclutamiento de sujetos previstos son
adecuados, asi como las compensaciones previstas para los sujetos por dafios que
pudieran derivarse de su participacion en el ensayo.

La capacidad del investigador y sus colaboradores y las instalaciones y medios
disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados éticos.

Por tanto, este CEIC como comité Unico implicado en la evaluacion del citado
ensayo clinico, ACEPTA que dicho ensayo clinico sea realizado en el IOBA de
Valladolid por los investigadores principales que se relacionan a continuacion.

%
WY Junta de

Castilla y Ledn

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA - VALLADOLID ESTE 1



BARDAD DU CREEELA T LR

l.‘ Sacyl

IOBA — Dra Margarita Calonge Cano

o0 que firmo en Valladolid, a 28 de abril de 2011

7 chuwr Doy

Dr. F. Javier Alvarez.

Secretario Técnico

CEIC Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia

Facultad de Medicina,
Universidad de Valladolid,

¢/ Ramon y Cajal 7,

47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es
jalvarezgo@saludcastillayleon.es
tel: 983 423077

N® REF: DICTAMEN CEIC HCUV-CASVE-11-108-28-ABRIL-2011

WL Junta de
Castilla y Ledn
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AR B ‘
: | SUBDIRECCION GENERAL
(2] _L'- AU Ereal : uyon?rn oupafiold do | DE MEDICAMENTOS
fATT— = ‘m;'}:fu:.;:":.':.iﬂﬁ..! DE USO HUMANO

FECHA: 17/06/2011
REFERENCIA: MUH/CLIN

ASUNTOQ: RESOLUCION DE AUTORIZACION DE ENSAYO CLINICO

DESTINATARIO: | Trial Form Support

D? Nurla Bordas

¢/ Consell de Cent 334-336 4°pl
08009 Barcelona

Espafta

Adjunto se remite la resolucion sobre el ensayo clinico titulado “Terapias avanzadas para la
reconstrucclon de la superficie ocular. Tragplante alogénico de células madre epiteliales
limbares (TACM-LE) frente a mesenquimales de médula 6sea (TACM-MO): ensayo clinico
randomlzado y doble-enmascarado”, N° EudraCT “2010-023635-42".

El promotor o solicifante nombrado por éste debera remitir la informacién pertinente o solicitar
autorizacion a la AEMPS- segun proceda y de acuerdo con lo que establece el Real Decreto
223/2004, de las modificaciones relevantes a la documentacién del ensayo, informes de
seguimiento, sospechas de reacciones adversas graves e inesperadas, finalizacién del ensayo
y demas circunstancias que establezca la legislacién vigente. |

EORREO ELECTRONICY
AR
gecaem@aemps.es TEL: 616225174 /5215

FAX: 91 8225076
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Fecha: 17/08/2011
Referencia: MUHI/CGLIN

RESOLUCION DE AUTORIZACION DEL ENSAYO CLINICO N° EudraCT 2010-023635-42

DESTINATARIO: Universidad de Valladolid. Unidad de Teraplas Avanzadas IOBA/IBGM
Dra. Margarita Calonge Cano
Edificlo IOBA, Campus Universitario Miguel Delibes
Paseo de Belén, 17
47011 Valladolid

Vista la solicitud formulada por Trial Form Support para la realizacion del ensayo clinico
nimero EudraCT 2010-023535-42 titulado “Teraplas avanzadas para la reconstruccién de la
superficie ocular. Trasplante alogénico de células madre epiteliales limbares (TACM-LE)
frente a mesenquimales de médula 6sea (TACM-MOQ): ensayo clinico randomizado y
doble-enmascarado’, codigo de protocolo del promotor IQBA-05-2010, cuyo promotor es
Universidad de Valladolid. Unidad Terapias Avanzadas IOBA/IBGM se emite resolucion a

tenor de los siguientes
ANTECEDENTES DE HECHO
PRIMERO: Con fecha 22/11/2010 presenta solicitud de autorizacién de ensayo ciinico.

SEGUNDO: Con fecha 02/12/2010 se solicita que subsanen la documentacién inicial y el
28/12/2010 se envia validacién de la misma.

TERCERO: Con fecha 10/03/2011 se han solicitado aclaraciones que han sido respondidas de
forma satisfactoria el 31/03/2011,

CUARTO: A la solicitud de ensayo se acomparia solicitud de calificacion del medicamento células
progenitoras del imbo esclerccorneal como producto en fase de Investigacion clinica.

A estos antecedentes de hechos le son de aplicacién los siguientes:

FUNDAMENTOS DE DERECHO:

Unlco. Son de aplicacién al presente procedimiento la Ley 30/1992, de 26 de noviembre, de
Régimen Juridico de las Administraciones Pablicas y del Procedimiento Administrativo Comun,
modificada por la Ley 4/1999, de 13 de enero; la Ley 12/2000, de 29 de diciembre de medidas
fiscales, administrativas y de orden social; Ley 29/2006, de 26 de julio, de Garantias y Uso
Racional de Medicamentos y Productos Sanitarios; el Real Decreto 223/2004 de 6 de febrers,
por &l que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos; el Real Dacreto 520/1999, de 26
de marzo, por el que se aprueba el Estatuto de la Agencia Espafiola del Medicamento, y demés

normas aplicables,
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Asl, del expediente se deduce que se cumplen los requisitos establecidos para su autorizacion
de acuerdo con el del Real Decreto 223/2004.

Asimismo, el articulo 24 del Real Decreto 223/2004, establece gque cuando se autorice un
ensayo con medicamentos en investigacién, se hara constar en la autorizacién del mismo Ja
calificacion de dicho medicamento como producto en fase de investigacién clinica,

Por todo lo anteriormente expuesto fa Directora de la Agencia de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el ejercicio de sus competencias RESUELVE:

1°- AUTORIZAR la realizacion de este ensayo clinico nimero EudraCT 204 0-023535-42,

2°- CALIFICAR el medicamente células progenitoras del limbo esclerocornea como producto
en fase de investigacion clinica, asignandole el n® de PEI 09-137 con |a indicacion: Insuficiencia

limbica severa unilateral.

Observaciones:

El solicitante debera presentar el protocolo o protocolos que se seguiran para la detecclén
de virus en el sobrenadante del cultivo al final de la etapa de expansién, tal como se
menciona en el punto 3 de la respuesta a la aclaracién de calidad.

Contra esta Resolucién, que pone fin a [a via administrativa, puede interponerse potestativamente
Recurso de Reposicion ante ella Director/a de la Agencla Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios en el plazo de un mes, conforme a lo dispuesto en el articulo 116 de la Ley
3011992, de 26 de noviembre, de Régimen Jurldico de las Administraciones plblicas y del
Pracedimiento Administrativo Comun, o interponerse Recurso Contencioso-Administrativo ante el
Juzgado Central de lo Contencioso-Administrativo de Madrid, en el piazo de dos meses a contar
desde el dia siguiente a |a recepcion de la presente notificacién, conforme a lo dispuesto en la Ley
Reguladora de ia Jurisdiccion Contencioso-Administrativa de 13 de julio de 1998, y sin perjuicio
de cuaiquier otro recurso que pudiera interponerse,

LA DIRECTORA DE LA AGENCIA ESPANOLA
DE MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITARIOS
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ClinicalTrials.gov PRS S/é N EDA

Protocol Registration and Results System Doy et

ClinicalTrials.gov Protocol and Results Registration System (PRS) Receipt
Release Date: 01/07/2015

Safety Study of Stem Cell Transplant to Treat Limbus Insufficiency Syndrome

This study has been completed.

Sponsor: | Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada

Collaborators: | University of Valladolid

University of Valladolid

Centro en Red de Medicina Regenerativa de Castilla'y
Leon

Red de Terapia Celular

Information provided by | Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada
(Responsible Party):

ClinicalTrials.gov Identifier: | NCT01562002

> Purpose

The purpose of the study is to determine whether allogenic bone marrow stem cell transplant is safe and effective
in the treatment of limbus insufficiency syndrome versus allogenic limbus stem cell transplant.

Condition Intervention Phase
Limbus Corneae Insufficiency Syndrome Procedure/Surgery: Stem Cell with Phase 1/
Amniotic Membrane Transplant Phase 2

Study Type: Interventional

Study Design: Treatment, Parallel Assignment, Double Blind (Subject, Investigator), Randomized, Safety/Efficacy
Study

Official Title: Advanced Therapy for Ocular Surface Reconstruction. Allogenic Limbus Epithelial Stem-cell
Transplant vs Bone Marrow Mesenchymal Stem-cell Transplant in Limbus Insufficiency Syndrome. Double-
masked Randomized Trial

Further study details as provided by Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada:
Primary Outcome Measure:
« Viability and safety of mesenchymal stem cell transplant [Time Frame: 1 Year] [Designated as safety issue:
Yes]
Absence of cell metaplasia with phenotype different to corneal or conjunctival as expected, confirmed by
corneal impression cytology and in vivo confocal laser ophthalmoscopy

Secondary Outcome Measures:
» Absence of complications in pre and peri surgical implantation [Time Frame: 1 Week] [Designated as safety
issue: Yes]
Correct handling and implantation of stem cell with amniotic membrane transplant following an 4 step
classification.
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* Improvement of 2 lines in Best Corrected Visual Acuity [Time Frame: 12 month] [Designated as safety
issue: Noj
Improvement in visual acuity compared to baseline values before transplant

Enroliment: 27

Study Start Date: March 2012

Primary Completion Date: December 2014
Study Completion Date: December 2014

Arms Assigned Interventions
Experimental: Bone Marrow mesenchymal Procedure/Surgery: Stem Cell with Amniotic Membrane
stem cell Transplant
Allogenic Bone Marrow mesenchymal Single stem cell expansion in amniotic membrane
stem cell in amniotic membrane transplant
transplant
Active Comparator: Allogenic limbal stem cell | Procedure/Surgery: Stem Cell with Amniotic Membrane
Transplant Transplant
Stem Cell with Amniotic Membrane Single stem cell expansion in amniotic membrane
Transplant transplant
B Eligibility

Ages Eligible for Study: 18 Years and older
Genders Eligible for Study: Both
Accepts Healthy Volunteers: No

Criteria
Inclusion Criteria:

* Male or Female older than 18 years.

+ Signed Informed consent

» Negative pregnancy test at inclusion for any potential childbearing female.

» Compromise of contraceptive method during all trial for any potential childbearing female.

+ Diagnosis of Ocular Surface Failure due to Limbus Insufficiency Syndrome, based in any of the published
characteristics as corneal surface neovascularization, loss of corneal transparency, epithelial irregularities,
history of punctate keratitis, erosions or repetitive ulcers and presence of symptoms and confirmed by the
presence of epithelial phenotype cells assessed with conjunctival impression cytology.

+ Availability for all the scheduled visits during the study

Exclusion Criteria:

» Uncontrolled systemic disease (e.g. hypertension or diabetes) or any disease that under medical decision
might put the patient at risk during the surgery or follow-up examinations or may cause any hazard in data
analysis.

« Active ocular infection in any eye. If the infection can be cured, inclusion can be considered after 30 days of
inactive infection since its end.

+ Alterations in lid statics / dynamics or any other pathology (e.g. severe dry eye syndrome) except the one
that originated the Limbus Insufficience that under medical opinion might alter the results. Any of these must
be corrected 3 months prior to patient inclusion, before reconsidering rescreening.

+ Limbus insufficiency syndrome which has not been previously treated with all medical (not surgical)
procedures available.

* No availability for all scheduled visits during the study.

» Any other circumstance under investigator’s opinion that prevents patient inclusion even though normal
inclusion and exclusion criteria are met.

> Contacts and Locations
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Locations

Spain
IOBA
Valladolid, Valladolid, Spain, 47011
Investigators
Principal Investigator: Margarita Calonge, MD, PhD IOBA

P More Information
Responsible Party: Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada

Study ID Numbers: [I0OBA-05-2010
Health Authority: Spain: Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: Ensayo Clinico Fase I-Il. “Terapias avanzadas para la reconstruccion de la superficie
ocular. Trasplante alogénico de células madre epiteliales limbares (TACM-LE) frente a
mesenquimales de médula 6sea (TACM-MO): ensayo clinico randomizado y doble-

enmascarado”
N° de estudio: |IOBA-005-2010
Coordinador: |OBA (Instituto de Oftalmobiologia Aplicada)

Se le ha invitado a participar en un ensayo clinico coordinado por el IOBA para pacientes que padecen Sindrome
de insuficiencia limbica (SIL). EI SIL engloba todas las causas de ceguera corneal debidas a un fallo de la
regeneracion normal de la superficie del ojo por fracaso de las células madre de la capa superficial (epitelio) de la
cornea, que se encuentran en el limbo esclero-corneal (zona circular limite entre la cornea transparente y las
capas opacas circundantes)

El paciente que llega a esta situacion se enfrenta a una disminucion seria de la vision, acompafiada de dificultad
para soportar la luz (fotofobia) y episodios repetidos de dolor intenso. Ello se debe a una inflamacién cronica de la
superficie ocular, pues la capa superficial de la cornea ya no puede regenerarse al ritmo rapido necesario en
condiciones normales (5-7 dias). Esto genera que se ulcera con frecuencia. La conjuntiva (membrana translucida
que recubre la parte blanca de la superficie del ojo es entonces el Unico tejido capaz de prestar apoyo a la cornea,
penetrando en su superficie y llevando consigo un tejido que ya no es transparente y que aporta vasos sanguineos
que, aunque necesarios para la cicatrizacion, conllevan también la pérdida irreversible de la transparencia corneal
y por ello de la vision.

Este formulario de consentimiento describe el estudio y su papel en él. El investigador responderé todas las
preguntas que tenga referentes al estudio y sus procedimientos. Por favor, lea atentamente este formulario y
realice todas las preguntas que tenga sobre la informacion que contiene.

1. OBJETIVO DEL ESTUDIO
El objetivo de este estudio clinico es demostrar la seguridad del trasplante de células madre mesenquimales de
médula dsea procesadas (MSV) y de caracter alogénico (es decir, procedente de otro individuo) crecidas sobre
membrana amniética (ésta se utiliza habitualmente en Oftalmologia para varios procesos y su uso esta
plenamente autorizado), previamente preparadas en una Unidad de Procesamiento Celular acreditada y siguiendo
‘normas de buenas practicas de fabricacion”, como medida para restaurar la ceguera corneal debida al fracaso de
las células madres epiteliales de la cérnea, patologia denominada Sindrome de Insuficiencia Limbica (SIL).

El tratamiento control es el trasplante de células madre epiteliales de la cornea, extraidas de un limbo sano
procedente de cadaver (alogénico), crecidas igualmente sobre una membrana amniética y en la misma Unidad de
Procesamiento Celular.

Al ser el donante otro ser humano (trasplante alogénico), es preciso prevenir el rechazo. Para ello es necesario
emplear ciertos medicamentos inmunomoduladores por via oral a dosis bajas, y aproximadamente durante un afio.
El farmaco a elegir dependeré de las caracteristicas del paciente. En cualquier caso, y en términos generales,
estos productos son exhaustivamente controlados mediante analisis de sangre y orina cada dos meses, por lo que
los efectos secundarios, entre los que pueden encontrarse alteraciones hepaticas y renales, hipertension arterial, y
0jO SEeCO SON escasos.

La finalidad de este procedimiento es recuperar la normalidad del epitelio corneal y, como consecuencia, en
muchas ocasiones se podra también recuperar vision. Esto no sera posible solo con esta cirugia si ademas tuviera
las capas mas profundas de la corea afectadas, en cuyo caso requerira, posteriormente, un trasplante de cérnea.

Iniciales del Paciente Fecha
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En ocasiones, la falta de transparencia impide ver el estado de la retina y nervio dptico previo a la cirugia, por lo
que el resultado de la cirugia no puede garantizarse.

Se realizara un solo procedimiento quirirgico, que se llevara a cabo cuando exista crecimiento suficiente de las
células madre, momento en el que se procedera a la cirugia de trasplante de limbo expandido o células
mesenquimales de médula 6sea en el ojo enfermo.

A juicio del investigador, en los siguientes casos podria repetirse la cirugia:

- Pacientes que pierdan el trasplante en la primera semana.

- Pacientes alos que se decida re-intervenir a partir de los 6 meses si se juzga que no ha habido eficacia y que
esa falta de eficacia esta poniendo en riesgo la viabilidad de la cérnea afectada, con riesgo de infeccion
secundaria y, por ello, de pérdida de la cornea.

La anestesia sera siempre local, nunca general, salvo excepciones a juicio del especialista en anestesia.

Se le esta pidiendo que participe en un ensayo clinico que esta disefiado como unicéntrico, aleatorizado (la
asignacion del tratamiento es al azar) y enmascarado (ni el paciente ni los investigadores evaluadores conoceran
que tipo celular habra recibido, Unicamente lo conoceran los investigadores de la Unidad de Procesamiento Celular
que, en ningun caso, tienen contacto con el paciente ni participan en su evaluacién). Se plantea la realizacién de
trasplantes alogénicos de células madre oculares (limbares o epiteliales de cérnea) o extraoculares
(mesenquimales de médula dsea), previamente expandidas y siguiendo exclusivamente normas de buenas
practica de fabricacion.

2. DURACION DE LA PARTICIPACION DEL SUJETO

El estudio finalizara cuando el ltimo paciente incluido finalice 1 afio de seguimiento, en los que se les realizara un
minimo de 8 visitas programadas de estudio. Cuando todos los pacientes tengan 1 afio de seguimiento, se
recogeran los datos existentes hasta ese momento para realizar el estudio estadistico y posterior divulgacion
cientifica.

3. CRITERIOS DE INCLUSION
Para que se considere su inclusion en el estudio, debera cumplir por lo menos los siguientes requisitos:

» Vardn o mujer mayor de 18 afios que entiendan y firmen el consentimiento informado.

» Diagnostico de SIL mediante los criterios clinicos establecidos publicados.

» Haber entendido y firmado el consentimiento informado del estudio y de las técnicas diagnésticas y
quirdrgicas que se precisen.

» Capacidad para seguir todas las instrucciones y completar las visitas programadas.

4. CRITERIOS DE EXCLUSION
Usted NO podré participar en el estudio en caso de que se presente cualquiera de las siguientes circunstancias:

*  Mujeres en periodo de lactancia.

» Mujeres en edad fértil con prueba de embarazo en orina positiva en la primera visita, 0 que deseen
quedarse embarazadas durante el transcurso del estudio. Ademas, las mujeres en edad fértil deberén
comprometerse a usar un método anticonceptivo eficaz durante toda la duracién del estudio.

» Enfermedad sistémica descontrolada (por €j. hipertensién o diabetes) o cualquier enfermedad que, a juicio
del anestesidlogo responsable de las evaluaciones preoperatorias 0 del médico oftalmélogo, pudiera
poner en riesgo al paciente o la interpretacion de los resultados.

» Infeccién ocular activa en cualquiera de los dos ojos, diferente a la que pudiera ser causa de la indicacion
para el trasplante de células madre propuesto en este estudio. Si se trata de un proceso erradicable, se
podra considerar su inclusién 30 dias minimo tras su curacion.

» Alteraciones de la estatica o dinamica palpebral o cualquier otra patologia (por ej. sindrome de 0jo seco) a
excepcion de la que ha originado el SIL en cualquiera de los dos ojos que, a juicio del oftalmélogo,
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pudieran interferir con un resultado satisfactorio. Estas deben corregirse al menos 3 meses antes de la
inclusién del paciente, pudiendo volver a considerarse su inclusion.

» SIL que no haya sido tratado antes con todos los medios médicos (no quirurgicos) disponibles.

» Alteraciones cognitivas que pudieran interferir con el cumplimiento del estudio.

* A juicio del investigador principal, en alguna otra circunstancia no recogida en este apartado que
desaconseje su participacion en este estudio.

Usted podra retirarse del estudio siempre que lo desee.

5. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

A - Visita de inclusion

En su primera visita de estudio se le examinara para garantizar su participacion en el estudio y se recogera
informacién sobre usted:

>

>

YVVV VV VY

>
>

Se hablara con usted sobre el estudio, y se le pedira que firme este formulario de consentimiento antes de
iniciar su participacion en este estudio del cual se le daré una copia.
Se le preguntara sobre su actual estado de salud, sus antecedentes médicos e historia ocular (incluyendo
antecedentes de lesiones, enfermedades y cirugia). También se le haran algunas preguntas sobre los
medicamentos que pueda estar tomando (tanto prescritos como sin prescripcion médica).
Si usted es una mujer en edad fértil se le hara una prueba de embarazo en orina que deberé resultar negativa
para poder incluirse en el estudio. En caso contrario no se continuara con la visita.
Se le pedira que cumplimente 2 cuestionarios sobre sus sintomas oculares.
Se le sometera a los siguientes examenes oculares (todos indoloros) en ambos 0jos a menos que se indique
de otra manera:
* Prueba de agudeza visual.
» Se medira la presion ocular.
»  Examen ocular minucioso de la parte anterior y posterior de su 0jo (la exploracién de la parte posterior
de su 0jo necesita gotas oftalmicas para dilatar su pupila).
» Fotografias de la parte anterior de ambos 0jos.
» Tinciones corneales y conjuntivales con 2 tipos de colorantes usados en la practica oftalmoldgica
habitual y que no presentan posibilidad de riesgo alguno.
» Medicion de la produccion de lagrima, mediante la insercidn en los fondos de saco inferiores de tiras
estandarizadas del test de la lagrima de Schirmer.
» Citologia por impresion corneal, que consiste en la aplicacion de un papel filtro sobre la cdrnea del ojo
enfermo previa la colocacion de gotas de anestésico.
» Microscopia confocal en ambos ojos, que consiste en la visualizacion de las estructuras
microscopicas de la cérnea (células, nervios etc.).

B- Dia del trasplante de células expandidas

El procedimiento sera llevado a cabo en un quiréfano del IOBA, siguiendo las normas establecidas para
intervenciones quirurgicas oftalmoldgicas.

La anestesia seré loco-regional, salvo que se indique de otra manera por el especialista en anestesia..

Se le prepararé la superficie ocular dejandola limpia para poder recibir el trasplante de membrana amniética
(especie de telilla) donde se encuentran sembradas las células madres.

Se le colocaran puntos de sutura para mantener en su sitio la membrana.

Se le administrara gotas de antibiéticos y antiinflamatorios y por Ultimo se le colocara una lente de contacto.
Sera evaluado a las 24 horas y a los 7 dias, segun esquema de visita.

C- Visita de sequimiento post cirugia (D1)

Se le preguntara sobre su estado de salud ocular (0jo) desde su Ultima visita.
Se le sometera a los siguientes examenes oculares en ambos 0jos:

Iniciales del Paciente Fecha
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Examen ocular minucioso de la parte anterior.
Se le tefiird ambos ojos con colorantes vitales
Se le tomaran fotos de ambos ojos.

D- Visitas de Seguimiento (Dias 7,14,21y Meses 1,2, 3,4, 5,8y 10)

Usted acudira al IOBA transcurridos 1y 7,14, 21 dias y después de 1, 2 y 3 meses del procedimiento. En estas
visitas se sometera a los siguientes procedimientos:

> Se le preguntara sobre su estado de salud ocular (0jo) desde su Ultima visita.
» Se le pedira que rellene dos cuestionarios sobre su vision (sélo al mes 1)
> Se le sometera a los siguientes examenes oculares en ambos 0jos:

Prueba de agudeza visual

Examen ocular minucioso de la parte anterior.

Se le tefiird ambos ojos con colorantes vitales.

Se le tomaran fotos de ambos ojos.

Se le realizara microscopia confocal de la cornea de ambos ojos en los meses 3, 6 y 12, a criterio del
investigador principal.

E- Visita de Seqguimiento Mes 6, 12

Durante esta visita:

> Se le preguntara sobre su estado de salud en general y ocular (ojo) desde su Ultima visita
» Se le pedira que rellene dos cuestionarios sobre su vision.
> Se le sometera a los siguientes examenes oculares en ambos 0jos:

Prueba de agudeza visual.

Se medira la presion ocular.

Examen ocular minucioso de la parte anterior y posterior de su 0jo (la exploracién de la parte posterior
de su ojo puede necesitar gotas oftalmicas para dilatar su pupila).

Se le tefiird ambos 0jos con colorantes vitales.

Se le realizara citologia de impresién conjuntival del ojo donde se realizé el trasplante.

Medicion de la produccion de lagrima, mediante la insercion en los fondos de saco inferiores de tiras
estandarizadas del test de la lagrima de Schirmer.

Se le realizara microscopia confocal de la cornea de ambos 0jos. Esta prueba se llevara cabo
siempre y cuando, a juicio del investigador, no se vea afectado el desarrollo celular del implante.

Se le tomaran fotos de ambos 0jos.

F- Visitas sin programar

Si usted, o su medico del estudio cree necesario realizar otra visita, entre visitas programadas, se programara otra
cita con usted. Si su medico lo estima necesario podra precisar pruebas adicionales.

G- Sus Responsabilidades

Usted debera acudir todas las visitas del estudio y avisar al centro, tan pronto como pueda, si por cualquier motivo
no pudiera acudir a alguna de estas visitas. Se le pedira que comunique cualquier cambio en su medicacion (con o
sin prescripcion médica) y comunicar a su médico cualquier cambio que usted experimente. Debera responder a
todas las preguntas de los cuestionarios sinceramente. Y por Ultimo debera notificar al médico encargado del
estudio cualquier urgencia o ingreso hospitalario no programado.

6. RIESGOS Y MOLESTIAS RAZONABLEMENTE PREVISIBLES PARA PARTICIPANTE

Riesqgos del Estudio
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La realizacion de esta cirugia pudiera suponer una mejoria sustancial de la sintomatologia del paciente, y en
algunos casos, de la agudeza visual y de la calidad de la vision, dependiendo los resultados del estado de otras
estructuras del globo ocular, como son la retina y el nervio optico.

En la anestesia loco-regional, el anestésico se inyecta en las estructuras perioculares. Puede haber
complicaciones en el momento de la inyeccion como son la hemorragia retrobulbar, oclusion de la arteria central
de la retina, lesion del nervio Optico, perforacion ocular, depresion cardiorespiratoria y reaccidn toxico-alérgica.
También puede desarrollarse una diplopia como complicacion tardia.

El trasplante de limbo alogénico y de células mesenquimales expandidas es un procedimiento quirurgico en el que
podrian existir complicaciones durante la misma como son, fundamentalmente, la perforacion ocular, circunstancia
que obliga a modificar el curso normal de la cirugia.

Otras complicaciones que pueden aparecer en el postoperatorio son: endoftalmitis, dehiscencias de sutura,
fracaso primario del injerto, infeccion postoperatoria de la cornea, glaucoma, diplopia (por la anestesia
retrobulbar), ptosis; la mayoria de las cuales precisan de otro procedimiento quirdrgico para su resolucion.

Al ser el donante en ambas situaciones otro ser humano, es preciso prevenir el rechazo. Para ello es necesario
emplear ciertos medicamentos por via sistémica durante aproximadamente un afio. El farmaco a elegir
dependera de las caracteristicas del paciente. En cualquier caso, y en términos generales, estos productos
pueden ocasionar inmunosupresion, alteraciones hepaticas o alteraciones renales, entre otras. Estas
complicaciones son poco frecuentes, y en la mayoria de los casos se previenen mediante la monitorizacion
periddica del paciente.

Si usted tiene alguna pregunta o preocupacion sobre cualquiera de estos riesgos, por favor consulte a su médico.

7. CONFIDENCIALIDAD

Puede publicarse un informe de los resultados de este estudio o enviarse a las autoridades sanitarias pertinentes,
pero su nombre no aparecera en estos documentos. De acuerdo a la Ley Organica 15/1999, su confidencialidad
sera debidamente respetada si la informacion es transferida a otros paises. Su nombre puede ser revelado a las
autoridades sanitarias gubernamentales como la EMA (Agencia Europea del Medicamento) o la AEMPS (Agencia
espafiola de medicamentos y productos sanitarios) o a los Comités Eticos de Investigacion Clinica(CEICs) en caso
de que necesiten inspeccionar sus archivos médicos. Se tomaran las medidas oportunas para mantener la
confidencialidad de los archivos médicos y de la informacion personal.

8. FOTOGRAFIAS

Durante el estudio pueden realizarse fotografias de sus ojos. Si usted no quiere que se le hagan estas fotografias,
no podréa participar en el estudio.

El IOBA puede utilizar las fotografias que se han tomado para evaluar los resultados del estudio y/o para
investigacion general, ensefianza u objetivos informativos. Como las fotografias forman parte de los datos del
estudio, también estaran disponibles para su revision por parte de las agencias sanitarias reguladoras (como la
europea EMA o la espafiola AEMPS). EI IOBA sera el propietario de los derechos de autor de las fotografias.

Por favor, sefiale una casilla:

[ ] Si, autorizo que me fotografien los ojos. EI IOBA también tiene mi permiso para utilizar estas fotografias
en publicaciones cientificas y en congresos nacionales e internacionales.

[ ] Si, autorizo que me fotografien los ojos. Sin embargo NO autorizo a que se utilicen estas fotografias en
publicaciones cientificas y en congresos nacionales e internacionales.

[ ] No autorizo a que me fotografien los ojos. He decidido no participar en el estudio.

9. COMPENSACION AL TRATAMIENTO MEDICO

Iniciales del Paciente Fecha
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Si Usted experimenta una reaccion adversa y/o complicacion como resultado directo del trasplante realizados en
este estudio, el IOBA sera responsable econdémico de los costes de los tratamientos médico y quirurgico habituales
proporcionados como resultado de dicho dafio. El tratamiento apropiado estara disponible si se requiere. El
promotor no dara ninguna otra compensacion.

En cumplimiento con la normativa vigente en Espafia (R.D. 223/2004 de 6 Febrero de 2004) art. 8 acerca del
seguro de Ensayos Clinicos, el promotor (IOBA Fundaciéon General de la Universidad de Valladolid) tiene
concertado un seguro con HDI HANNOVER INTERNATIONAL (ESPANA) SEGUROS Y REASEGUROS S.A,
nimero de pdliza 130/001/007053 que cubre los dafios que su salud pudiera sufrir como consecuencia de su
participacion en el mismo. En cuanto a la responsabilidad y en general acerca del seguro, se seguira lo establecido
en el art. 8 del R.D. 223/2004 de 6 Febrero de 2004.

10. COMPENSACION
El paciente no tendré que pagar nada por cualquiera de las visitas realizadas durante el estudio.

Usted no recibird ninguna compensacion econdmica por participar en este estudio.

11. PERSONA DE CONTACTO

Se le anima a que consulte con su medico del estudio cualquier duda sobre este estudio o este formulario de
consentimiento, y debe recibir respuestas satisfactorias a todas sus preguntas. Si durante el estudio experimenta
alguna lesion relacionada con la investigacion o si tiene alguna pregunta adicional, debera ponerse en contacto
con:

Médicos del Estudio: Margarita Calonge Cano NUmero de Teléfono: 983184763
José Maria Herreras Cantalapiedra Numero de Teléfono: 983184750
12. PARTICIPACION

Usted dispondra del tiempo suficiente para decidir sobre su participacion en el estudio.

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. Usted puede rechazar participar o puede abandonar el
estudio en cualquier momento, por cualquier motivo, sin que pierda ninguno de los derechos o beneficios a los que
por otro lado tiene derecho. Si usted decide no participar en el estudio, o si decide abandonar el estudio antes de
su finalizacién, su atencién médica habitual en este centro no se vera perjudicada en modo alguno. Si usted
abandona el estudio, se le pedira que realice una visita final de estudio. Esta visita se realiza por su seguridad y
para garantizar la salud de su vista. El medico del estudio puede retirarle del estudio en cualquier momento. El
IOBA y las agencias reguladora, tanto la Agencia Europea (EMEA) como la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) pueden suspender este estudio en cualquier momento si tienen razones para
determinar que es lo adecuado.

13. INFORMACION NUEVA

El medico del estudio le informara a usted o a su representante legalmente autorizado sobre cualquier informacion
nueva acerca del trasplante de células limbares 0 mesenquimales expandidas que pudiera conocerse durante el
transcurso de esta investigacion y que pudiera influenciar su voluntad de participar en el estudio

Se le entregara una copia firmada y fechada de este formulario de consentimiento para sus propios archivos antes
de su participacion en el estudio.

Iniciales del Paciente Fecha
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Estudio: ESTUDIO CLINICO DE TERAPIAS AVANZADAS

“Ensayo Clinico Fase I-Il. “Terapias avanzadas para la reconstruccion de la superficie ocular. Trasplante alogénico
de células madre epiteliales limbares (TACM-EL) frente a mesenquimales de médula 6sea (TACM-MO): ensayo
clinico randomizado y doble-enmascarado”

Numero de estudio: IOBA-005-2010

Al firmar abajo, yo declaro que:

1)

He leido, o0 me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de informacion adjunto,
Version 1 Final de 18 de abril 2011.

He tenido la oportunidad de preguntar y obtener respuestas satisfactorias a cada una de mis preguntas
Acepto de forma voluntaria participar en este estudio de investigacion y sé que puedo retirarme del estudio en
cualquier momento sin que se vea afectada la continuidad de mi tratamiento

Médicos: Dra. Margarita Calonge y/o Dr. José Maria Herreras, Direccion: Instituto Universitario de
Oftalmologia Aplicada — Paseo de Belén17 — 47011 - Valladolid; Nimero de Teléfono : 983 184 750; me ha
explicado la informacion para el paciente y el formulario de consentimiento y comprendo lo que implica la
investigacion

He comprendido completamente que los representantes del patrocinador, el Comité Etico Independiente o los
representantes de las autoridades regulatorias pueden examinar mis registros médicos donde aparece mi
nombre para verificar la exactitud de la informacion obtenida y entiendo que estas personas tendran el deber
de manejar esta informacidn con confidencialidad utilizandola solamente con un objetivo legitimo para la salud
publica.

Acepto que mi médico de cabecera sea informado de mi participacién en este estudio para obtener mis
registros médicos.

Acepto comunicar a mi médico todos los efectos secundarios u otros cambios en mi salud y todos los cambios
de mi tratamiento médico

Se me entregara una copia firmada y fechada de este formulario de consentimiento para mis propios archivos.

Nombre del Paciente

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el paciente)

Nombre del representante legalmente autorizado

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el representante legalmente autorizado -si aplica-)

Nombre del Investigador

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por el investigador)

Nombre de la persona que participd en la discusion del Cl

Firma Fecha
(Debe ser firmado y fechado por la persona que explicé el consentimiento informado)

Iniciales del Paciente Fecha
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Tesis doctoral: “Estudio mediante microscopia confocal del nicho limbar corneal en pacientes con sindrome de
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Fecha de visita: | | | | | L |
dia mes afio

Consentimiento informado firfnado
¢Ha firmado el paciente el consentimiento informado? L]si [ No

Fecha de la firma: | | | | | L] |
dia mes afio

| Ojo de estudio |

¢ Por favor especifique el ojo de estudio? ] Ojo derecho L] Ojo izquierdo
El mismo sujeto puede ser intervenido del ojo contralateral, en ese caso, debe usarse otro Cuaderno de
Recogida de datos

| Enfermedad causante de SIL por la que se realiza el trasplante |

¢Donde se detecta el problema? [] Ambos ojos [] Sélo ojo de inclusion
Ojo derecho Ojo izquierdo
Patologia: [] Caustificacion [ Caustificacion
[] Lentes de contacto [] Lentes de contacto
[] Post-quirdrgicas [] Post-quirGrgicas
[ ] Medicamentosa [ ] Medicamentosa
[] Conjuntivitis cicatrizante ] Conjuntivitis cicatrizante
En caso afirmativo, especificar: En caso afirmativo, especificar:
[] Penfigoide [] Penfigoide
[] Eritema multiforme [] Eritema multiforme
[ ] Rosacea [ ] Rosacea
] Queratoconjuntivitis [] Queratoconjuntivitis
] EICH ] EICH
] Otros, especificar: ] Otros, especificar:

Datos demograficos

Fecha de nacimiento: | | | | | | | | | Sexo: [ Varén
dia  mes afio 1. Mujer
Etnia: [, Blanco (mediterraneo, caucasico, nérdico)
[ 1, Otro (especificar):

Datos morfométricos
Por favor marque esta casilla si la evaluacion NO se ha realizado: |:|

Peso: kg
Talla: cm

Test de embarazo
¢Se harealizado la prueba? []Si  []No
En caso Negativo, especificar Razén: [] Varén [[] Post-Menopausica [_|Otra:

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |
dia mes afio
Resultado: [ ] Negativo [] Positivo & Debe excluirse a la paciente del estudio

Visita 1 (Inclusién) Pégina 2 Final 1.0
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Datos de laboratorio

Hematologia
¢Se harealizado la prueba? [1Si  [INo

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |
dia  mes afio

Resultado [ ] Normal [ ] Anormal
En caso de Anormal, especificar:

¢ Constituye efecto secundario de la medicacion? []si [ 1No
En caso de Afirmativo, especificar:

Bioquimica
¢Se harealizado la prueba? [1Si  [INo

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |
dia  mes afio

Resultado [ ] Normal [ ] Anormal
En caso de Anormal, especificar:

¢ Constituye efecto secundario de la medicacion? []sSi [ ] No
En caso de Afirmativo, especificar:

Serologia
¢Se harealizado la prueba? [1Si  [INo

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |

dia mes afio
Test Positivo Negativo No realizado Razoén de la No realizacion:
HIV ] ] []
Lues ] ] L]
Hepatitis B ] ] O]
Hepatitis C ] L] L]
Pruebas de coagulacién
¢Se harealizado la prueba? []si [No
Fecha de realizacion: | | | | | | | | |
dia mes afio
Resultado [ ] Normal [ ] Anormal
Visita 1 (Inclusién) Péagina 3 Final 1.0
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Visita 1
I0BA-05-2010 |_I_| .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Historia Clinica / Enfermedades Concomitantes extraoculares

¢ El paciente ha padecido alguna enfermedad relevante, cirugia, accidentes?  [] No [_] Si, especificar:

¢ El paciente ha sido diagnosticado/padece sintomas al principio del estudio? [ ] No [] Si, especificar:

Diagnoéstico / Enfermedad relevante Fecha inicio Continua
(parcial si es necesario)
0=No
dia mes afio 1=Si

10 I I I |

11 I I I |

12 I | | |

13 I I I |

14 I I I |

15 I | | |

16 I | | |

17 I I I |

18 I | | |

19 I I I |

20 I I I |

REERRRRRRERREREREEREE
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Visita 1
I0BA-05-2010 I—I—I .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Historia Clinica / Enfermedades Concomitantes oculares

¢ El paciente ha padecido alguna enfermedad relevante, cirugia, accidentes?  [] No [] Si, especificar:

¢ El paciente ha sido diagnosticado/padece sintomas al principio del estudio? [ ] No [] Si, especificar:

Diagnoéstico / Enfermedad relevante Fecha inicio Continia Ojo de la patologia
(parcial si es necesario)
0=No 1 = Ojo de estudio
dia mes afio 1=Si 2 = Ojo contralateral
1 I I I | LI |
2 I I I | L L
3 I I I | LI |
4 I I I | LI |
5 I I I | L L
6 I I I | LI |
7 I I I | LI |
8 I I I | L L
9 I I I | LI |
10 I I I | L |
11 I I I | L L
12 I | | | LI (.
13 I I I | L |
14 I I I | L L
15 I I I | LI |
16 I I I | L |
17 I I I | L L
18 I I I | LI |
19 I I I | L |
20 I I I | L L
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Prueba de Agudeza Visual

¢ Se ha realizado el examen? []si [ ] No

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |
dia mes afio

0JO DERECHO | 0JO IZQUIERDO
Indicar valor de ETDRS:

valor decimal | valor decimal

[] Cuenta dedos [] Cuenta dedos

] Movimiento de las manos ] Movimiento de las manos

[] Percepcion de la Luz (PL) [] Percepcion de la Luz (PL)

] No percepcion de la Luz (NPL) ] No percepcion de la Luz (NPL)

En caso de no disponer del ETDRS, indicar (si se dispone del valor) optotipo Snellen:

L. L] ] L L]

Examen externo ojo

.. Se ha realizado el examen? []si [ ] No

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |

dia mes afio
Patologia polo anterior Hallazgo Ojo derecho Ojo izquierdo
[] Ptosis [Isi  [INo [Isi [INo
L] Entropion [1si  [No [1si  [No
] Ectropién [1Si  [INo [1Si  [INo
] Palpebrales [1Si  [INo [1Si  [INo
[ ] Cutaneas faciales [1Si [INo [1Si [INo
Otras alteraciones (especificar una por linea)
[]si [No []si [No
[]si [No []si [No
[Isi  [INo [Isi  [INo
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
Ne Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ,
P (Dia < -15)

Biomicroscopia de polo anterior (segun la escala Efron)
¢Se harealizado la prueba? [1si [No

Fecha de realizacion: | | | | | L] |
dia mes afio

CORNEAL OEDEMA

BLEPHARITIS

MEIBOMIAN GLAND DYSFUNCTION

Grado Interpretacién

0 Normal-sin cambios

1 Leves indicios-No precisa accion clinica
2 Medio-Puede precisar accion clinica
3

4

Moderado-Normalmente requiere accion clinica

Grave-Requiere accion clinica urgente

Por favor margue con una X la opcidn que corresponda

Ojo derecho Ojo izquierdo

BPA 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Enrojecimiento conjuntival
Enrojecimiento limbar
Neovascularizacién corneal
Edema corneal

Blefaritis

Meibomitis

Otros hallazgos (especificar uno por linea)
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Visita 1
I10BA-05-2010 I—‘—I L,
N° Paciente Inclusién
Unidad de Terapias Avanzadas I0BA/IBGM ,
(Dia < -15)
Colorantes Vitales

¢ Se ha realizado la prueba? [1si  [No
Fechaderealizacion: | | | | | | | | |

dia mes afio
Por favor marque con una X la opcién que corresponda

Ojo derecho Ojo izquierdo
Colorantes vitales 0|1|2|3|4|5]0|1|2|3|4]|5
Fluoresceina (c6rnea)
Rosa de Bengala (conjuntival)
Lisamina verde (opcional) (conjuntival)
Iconografia en BPA

¢Se ha realizado la prueba? [1si [INo
Fechaderealizacion: | | | | | | | | |

dia mes afio

Test Schirmer

¢Se harealizado la prueba? [1si  [No
Fechade realizacion: | | | | | | | | |

dia mes afio

0OJO DERECHO | 0JO IZQUIERDO

Secrecién

mm/min mm/min

Microscopia confocal in vivo (HRTIII RCM)

¢Se harealizado la prueba? []si [ ] No

Fechade realizacion: | | | | | | | | |

dia mes afio
Ojo derecho Ojo izquierdo

Fenotipo corneal: []sSi [ ] No [1si []No
Fenotipo conjuntival: L1si  [No L1si  [No
Células caliciformes: []sSi [ ] No [1si [INo
Células inflamatorias: L1si  [No L1si  [INo
Quistes: LIsi  [INo LIsi  [INo
Neovasos: []sSi [ ] No [1si []No
Fibrosis: L1si  [INo L1si  [INo
Limbo patoldgico: []sSi [ ] No [1si [INo
Otros (Especificar uno por linea):

[Isi  [INo [Isi  [INo

[]sSi [ ] No [1si [INo

L1si  [No L1si  [INo
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Citologia por impresion corneal

¢ Se ha realizado la prueba? ] si ] No

Fechaderealizacion: | | | | | | | | |
dia mes afio
Por favor responda las siguientes preguntas:

Ojo derecho Ojo izquierdo

Microscopia 6ptica
Fenotipo corneal: [1Si [INo []sSi [ ] No
Fenotipo conjuntival: [1Si  [INo []sSi [ ] No
Células caliciformes: [Jsi  [INo [Jsi [JNo
Neovasos: [Isi  [INo [1si [INo
Otros (Especificar uno por linea):

[]si [No []si [INo

[]si [No []si [INo
Analisis de marcadores moleculares
Corneales: [1Si  [INo []sSi [ ] No
Conjuntivales: [1si  [No L1si  [No
Células madre: [Isi  [INo [Isi [INo
Mucinas: [1Si [INo []sSi [ ] No
Otros (Especificar uno por linea):

[]si [No []si [INo

[1Si  [INo []sSi [ ] No

Presiéon Intraocular

¢ Se ha realizado la prueba? [1si [INo

Fecha derealizacion: | | | | | | | | |
dia mes afno

0JO DERECHO | 0JO IZQUIERDO
Presion Intraocular:

[ [ [ | mmHg LI | |mmHg
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Fondo de Ojo

¢ Se ha realizado la prueba? ] si ] No

Fecha de realizacion: | | | | | L] |

dia mes afio
Resultado [ ] Normal [_] Anormal
En caso de Anormal, especificar:
Relacion E/P: ‘ | | / | | |

Medicacion concomitante ocular y extraocular

¢ El paciente esta recibiendo o ha recibido algtn tratamiento? [1Si []No

En caso afirmativo, cumplimente la hoja de medicacion concomitante. g

Diario del Paciente

POR FAVOR, RECUERDE FACILITAR AL PACIENTE LOS CUESTIONARIOS
CORRESPONDIENTES A LA VISITA 1
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Criterios de inclusién

1. Varon o mujer mayor de 18 afios que entienda y firme el consentimiento informado. En [] [
caso de no poder entender el contenido del consentimiento informado, debera
expresarse dicha informacién a su tutor legal y proceder segin lo previsto en el
RD223/2004 para dichos supuestos.

2. Resultado negativo en el Test de embarazo en orina en la visita basal para las mujeres [ ] [
en edad fértil, que deberan adquirir el compromiso de usar un método anticonceptivo
eficaz durante el periodo de participacion en el estudio.

3. Diagndstico de fracaso de la superficie ocular debido a SIL, basado en las caracteristicas [ ] ]
clinicas publicadas (algunos de los siguientes: neovascularizacion corneal superficial,
pérdida de transparencia corneal, irregularidad epitelial e historia de queratitis puntada,
erosiones o ulceraciones repetidas y presencia de sintomas) y confirmado por la
presencia de células de fenotipo epitelial en la citologia por impresién conjuntival.

4. Haber entendido y firmado el consentimiento informado del estudio y de técnicas [] []
diagnéstico-quirdrgicas a realizar.

5. Capacidad para seguir todas las instrucciones y completar las visitas programadas. O 0O

i

Una casilla marcada en esta columna excluye al paciente del estudio

Criterios de exclusién |

1. Enfermedad sistémica descontrolada (por ej. hipertensién o diabetes) o cualquier [] [
enfermedad que, a juicio del anestesiblogo responsables de las evaluaciones
preoperatorios o del médico oftalmologo, pudiera poner en riesgo al paciente o la
interpretacion de los resultados.

2. Infeccion ocular activa en cualquiera de los ojos. Si se trata de un proceso erradicable, [] [
se podra considerar su inclusion 30 dias minimos tras su curacion.

3. Alteraciones de la estatica o dinamica palpebral o cualquier otra patologia (por ej. [] [
sindrome de ojo seco grave) a excepcion de la que ha originado el SIL en cualquiera de
los dos ojos que, a juicio del oftalmélogo, pudieran interferir con el resultado satisfactorio.

Estas deben corregirse hasta donde sea posible, al menos 3 meses antes de la inclusion
del paciente, pudiendo volver a considerarse su inclusion.

4. SIL que no haya sido tratado antes con todos los medios médicos (no quirdrgicos) [] [
disponibles.

5. Alteraciones cognitivas que pudieran interferir con el cumplimiento del estudio. O 0O
Imposibilidad de acudir a las visitas programadas para el estudio. O O
Cualquier otra causa no contenida en los supuestos anteriores y que a juicio del [] [
investigador principal desaconseje la participacién del sujeto aun cuado cumpla con los
demas criterios.

Una casilla marcada en esta columna excluye al paciente del estudio
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Cuaderno del Paciente

I0BA-05-2010

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM

"TERAPIAS AVANZADAS PARA LA RECONSTRUCCION DE LA SUPERFICIE
OCULAR. TRASPLANTE ALOGENICO DE CELULAS MADRE EPITELIALES
LIMBARES (TACM-LE) FRENTE A MESENQUIMALES DE MEDULA OSEA (TACM-
MO): ENSAYO CLINICO RANDOMIZADO Y DOBLE-ENMASCARADO”

N° de centro:
N° de paciente:




Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Cuestionario de Calidad de Vida VFQ-25

Fecha de realizacic’)n:| I AR

dia mes afo
Seccion A: Funcion Visual
Estas preguntas estan relacionadas con su vision o la sensacion que tiene usted acerca
de su vista. Responda teniendo en cuenta que lleva gafas o lentes de contacto, si es
gue las necesita, con un 0jo o con los dos, segun como usted vea mejor.
Al. Actualmente, diria usted que si vista (con correccidon que necesita) es: (se
considerara la mejor situacion, con ambos 0jos o bien con uno solo)
Completamente ciego
Muy mal
Mala
Regular
Buena
Excelente
. ¢ Con qué frecuencia se preocupa usted por su vista?
Todo el tiempo
La mayor parte del tiempo
Parte del tiempo
Una pequefia parte del tiempo
5. | Nunca
A3. ¢;Cuanto dolor o malestar diria usted que ha sentido con los ojos o alrededor
de los ojos (por ejemplo, ardor, picazén o dolor)?
Muy severo
Severo
Moderado
Un poco
Nada
A4. ;Cuénta dificultad tiene usted para leer la letra regular de los periédicos?
Dej6 de hacerlo por otras razones 0 no esté interesado/a en hacer esto
Dejo de hacerlo a causa de su vista
Dificultad extrema
Dificultad moderada
Un poco de dificultad
Ninguna dificultad

swvik|Blo|als|wive
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Unidad de Terapias Avanzadas I0BA/IBGM

Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

(Dia < -15)

Cuestionario de Calidad de Vida VFQ-25 (Continuacion)

AS.
gue requieran que vea bien de cerca), como cocinar, coser, arreglar cosas en la
casa o usar herramientas?

¢Cuanta dificultad tiene usted para hacer trabajos o pasatiempos (hobbies

oA WINIE

Dejo de hacerlo por otras razones 0 no esta interesado/a en hacer esto
Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

Ninguna dificultad

A6.

A causa de su vista ¢cuéanta dificultad tiene usted para encontrar algo que

estd en un estante/repisa lleno/a de cosas?

oM wINE

Dej6 de hacerlo por otras razones o0 no esté interesado/a en hacer esto
Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

Ninguna dificultad

A?

A causa de su vista ¢cuanta dificultad tiene usted para leer los nombres de

las calles o lo nombres de las tiendas?

oA IWINIE

Dej6 de hacerlo por otras razones o no esta interesado/a en hacer esto
Dej6 de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

Ninguna dificultad

A8

A causa de su vista ¢cuanta dificultad tiene usted para bajar escalones,

escaleras o el borde de la acera cuando hay pocaluz o es de noche?

oA WINIE

Dejo de hacerlo por otras razones o no esta interesado/a en hacer esto
Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

Ninguna dificultad

A9

A causa de su vista ¢cuanta dificultad tiene usted para notar objetos a los

lados cuando va caminando?

S A i I

Dej6 de hacerlo por otras razones o0 no esté interesado/a en hacer esto
Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

Ninguna dificultad
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Uni

Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

dad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Cuestionario de Calidad de Vida VFQ-25 (Continuacion)

A10

gente cuando dice usted algo?

. A causa de su vista ¢cuanta dificultad tiene usted para ver cOmo reacciona la

Dej6 de hacerlo por otras razones o no esta interesado/a en hacer esto

Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

oM wWINE

Ninguna dificultad

Al

Su propiaropa?

. A causa de su vista ¢cuanta dificultad tiene usted para escoger y coordinar

Dejo de hacerlo por otras razones 0 no esta interesado/a en hacer esto

Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

oA WINIE

Ninguna dificultad

Al

Su casa, en fiestas o restaurantes?

. A causa de su vista ¢cuanta dificultad tiene usted para visitar a la gente en

Dejo de hacerlo por otras razones 0 no esta interesado/a en hacer esto

Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dificultad extrema

Dificultad moderada

Un poco de dificultad

oA WINIE

Ninguna dificultad

Al

0 ver eventos deportivos?

. A causa de su vista ¢cuéanta dificultad tiene usted para salir al cine, al teatro

1. | Dejé de hacerlo por otras razones o no esta interesado/a en hacer esto

2. | Dej6 de hacerlo a causa de su vista

3. | Dificultad extrema

4. | Dificultad moderada

5. | Un poco de dificultad

6. | Ninguna dificultad

Al4. Respecto a conducir el coche ¢conduce usted en la actualidad, al menos de
vez en cuando?

a. | Si

b. | No

Alda. ¢es porgué nunca ha conducido un coche o porque ha dejado de hacerlo?
a. | Nunca he conducido

b. | Lo he dejado
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Cuestionario de Calidad de Vida VFQ-25 (Continuacion)
Al4b. Si ha conducido anteriormente: ¢dejé de conducir principalmente a
consecuencia de su vista, principalmente por otras razones o por ambas cosas?
a. | Principalmente por la vista
b. | Principalmente por otras razones
C. | Por ambas cosas
SI NO CONDUCE, PASE A LA PREGUNTA A15
Al4c. Si conduce habitualmente ¢Cuanta dificultad tiene usted para conducir
durante el dia por lugares conocidos?
1. | Dificultad extrema
2. | Dificultad moderada
3. | Un poco de dificultad
4. | Ninguna dificultad
Al4d. ;Cuanta dificultad tiene usted para conducir un coche?
1. | Dej6 de hacerlo por otras razones 0 no esta interesado/a en hacer esto
2. | Dej6 de hacerlo a causa de su vista
3. | Dificultad extrema
4. | Dificultad moderada
5
6.

Un poco de dificultad

Ninguna dificultad

Preguntas sobre problemas de la vista

Las siguientes preguntas se refieren a como podrian estar afectadas por su vista las
cosas que hace. Para cada pregunta, conteste por favor si esto es cierto todo el tiempo,
la mayor parte del tiempo, parte del tiempo, una pequeia parte del tiempo o0 nunca.
A15. (Con qué frecuencia ha realizado usted menos trabajo del que le hubiera
gustado hacer a causa de su vista?

1. | Todo el tiempo

2. | La mayor parte del tiempo

3. | Parte del tiempo

4. | Una pequeiia parte del tiempo

5. | Nunca

A16. ¢(Con qué frecuencia esta limitado/a en la cantidad de tiempo que puede
trabajar o hacer otras cosas por culpa de su vista?

1. | Todo el tiempo

2. | La mayor parte del tiempo

3. | Parte del tiempo
4

5

Una pequefia parte del tiempo
Nunca
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Unidad de Terapias Avanzadas I0BA/IBGM

Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

(Dia < -15)

Cuestionario de Calidad de Vida VFQ-25 (Continuacion)

Al7.

¢Con qué frecuencia no puede hacer lo que gquisiera a causa del dolor o

malestar en los o0jos o alrededor de los ojos, por ejemplo, ardor, picazén o dolor?

1.

2
3.
4.
5

Todo el tiempo

La mayor parte del tiempo
Parte del tiempo

Una pequefia parte del tiempo
Nunca

A continuacion, conteste si es definitivamente cierta, fundamentalmente cierta,
fundamentalmente falsa, definitivamente falsa o no esta seguro/a:

A18.

Me quedo en casa la mayor parte del tiempo por culpa de mi vista:

Definitivamente cierta
Fundamentalmente cierta
No estoy seguro/a
Fundamentalmente falsa
Definitivamente falsa

=
O

. Me siento frustrado/a gran parte del tiempo a causa de mi vista:

Definitivamente cierta
Fundamentalmente cierta
No estoy seguro/a
Fundamentalmente falsa
Definitivamente falsa

N
o

. Tengo mucho menos control sobre lo que hago a causa de mi vista:

NI I PSS N P U EN I

Definitivamente cierta
Fundamentalmente cierta
No estoy seguro/a
Fundamentalmente falsa
Definitivamente falsa

A21.
dice:

A causa de mi vista, tengo que depender demasiado de lo que otra gente me

Definitivamente cierta
Fundamentalmente cierta
No estoy seguro/a
Fundamentalmente falsa
Definitivamente falsa

. Necesito mucha ayuda de otras personas a causa de mi vista:

SIENININT P ISIENIMISITS
N

Definitivamente cierta
Fundamentalmente cierta
No estoy seguro/a
Fundamentalmente falsa
Definitivamente falsa
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Cuestionario de Sintomas de Discomfort Ocular

INSTRUCCIONES:
Por favor, marque con un nimero, de 0 a 4 (segun las explicaciones a la derecha de la
tabla) la intensidad de cada sintoma que presenta en sus ojos de forma global.

Fecha de realizacién:| I AR

dia mes afo

Sequedad Escala de puntuacion:
Sensacion de cuerpo extraifio 0= no he sentido el sintoma
Quemazén / escozor 1= rara vez he sentido el sintoma, pero no es

molesto
Dolor _ .

2= alguna vez he sentido el sintoma, me causa
Picor molestias pero no interfiere en mis actividades
Sensibilidad ala luz 3= siempre siento este sintoma, me causa

molestias pero no interfiere en mis actividades

Vision borrosa ) _ .
4= siempre siento este sintoma, me causa

Otros (especificar): molestias y ademas interfiere en mis actividades
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Visita 1
I0BA-05-2010 u—l .,
N° Paciente Inclusion

Unidad de Terapias Avanzadas IOBA/IBGM ;
P (Dia < -15)

Cuestionario sobre la discapacidad de la superficie ocular

INSTRUCCIONES:
Por favor, conteste a las siguientes preguntas marcando con una cruz (X) la casilla que
mejor describa su respuesta

Fecha de realizacic’)n:| I | | | [ |

dia mes afo
¢Ha experimentado algunos de los siguientes sintomas durante la pasada semana?
Siempre (4) | Casi siempre (3) | La mitad del tiempo (2)| Algunas veces (1)] Nunca (0)

1. Ojos sensibles a la luz

2. Sensacién de tener
arena en los 0jos

3. Ojos dolorosos
(dolor/escozor)

4. Vision Borrosa

5. Mala Visiéon

¢Los problemas con sus ojos le han limitado a la hora de realizar alguna de las

siguientes actividades durante la pasada semana?
Siempre (4) | Casi siempre (3) | La mitad del tiempo (2)| Algunas veces (1) Nunca (0) | No procede

6. Lectura

7. Conducirn
de noche

8. Usar un
ordenador 0
un cajero|
automatico

9. Ver I
television
¢,Ha sentido molestias en los ojos en alguna de las siguientes situaciones, durante la

pasada semana?
Siempre (4) | Casi siempre (3) | La mitad del tiempo (2)| Algunas veces (1) Nunca (0) | No procede

10. Cuando
hacia viento

11. En lugares|
con unal
humedad bajal
(muy secos)

12. En lugares|
con aire
acondicionado|
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Tesis doctoral: “Estudio mediante microscopia confocal del nicho limbar corneal en pacientes con sindrome de
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