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GLOSARIO

2-AG: 2-arachidonoylglycerol

5-FU: 5-fluorouracilo

AEA: N-aracidonoylethanolamine

AIC: autoinjerto de conjuntiva

BCVA: best corrected visual acuity

b-FGF: factor de crecimiento fibroblasto basico
CC: conjuntivitis cicatrizante

COX: metabolitos relacionados con la ciclooxigenasa
cPRGF: coagulo de PRGF

DAMPs: patrones moleculares asociados al dafio
DEP: defecto epitelial persistente

ECM: matriz extracelular

EGF: epidermal growth factor

EOS: enfermedad de ojo seco

ePRGF: colirio (sobrenadante) de PRGF

FGF: fibroblast growth factor

GFs: factores de crecimiento (growth factors)
GPAA: glaucoma primario de angulo abierto
GVHD: enfermedad de injerto contra huésped
HCE: células epiteliales corneales

Ig: inmunoglobulina

IGF-1: insulin growth factor 1

IL: interleukina

IOP: intra ocular pressure

iPRGF: PRGF inyectable

isSPRGF: PRGF immunosafe

LPS: lipopolisacarido

LSC: células madre limbares

LSCD: deficiencia de células madre limbares
MA: membrana amnidtica

MLI: membrana limitante interna



MMC: mitomicina C

MMP: metaloproteinasa de matriz

mMPRGF: membrana de PRGF

NGF: nerve growth factor

OcMMP: penfigoide de las membranas mucosas

OCT: optical coherence tomography

OSDI: ocular surface disease index

PCR: proteina C reactiva

PIO: presion intraocular

PDGEF: platelet derived growth factor

PRGF: plasma rico en factores de crecimiento (plasma rich in growth factors)
PRP: plasma rico en plaquetas (platelet rich plasma)

QN: queratitis neurotroéfica

RGTA: agentes regeneradores de la matriz (polisulfato de carboximetilglucosa)
ROS: especies reactivas de oxigeno

SA: suero autdlogo

SDEQ: score dry eye questionnaires

SJS/NET: sindrome de Stevens-Johnson/Necrdlisis epidérmica tdxica
SP: sustancia P

SS: sindrome de Sjogren

TBUT: tear break up time

TGF-B 1: transforming growth factor beta 1

TLRs: receptores tipo Toll

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

VAS: visual analogic scale

VPP: vitrectomia pars plana
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Existen actualmente una serie de enfermedades y trastornos oculares en los que, durante las
ultimas décadas, la busqueda de un mejor abordaje clinico ha supuesto un continuo reto para
la comunidad cientifica. En todas estas enfermedades, la dificultad para alcanzar una
regeneracién rapida y sin mermas funcionales, supone de alguna manera un denominador
comun. En estos casos, las denominadas terapias regenerativas autdlogas de origen bioldgico
son, y muy probablemente seguiran siendo, tratamientos de creciente relevancia dada su
capacidad de reproducir eventos fisiolégicos relacionados con la regeneracidn, presentando un
elevado perfil de seguridad. La regeneracion de los tejidos oculares implica tener en cuenta una
serie de eventos fisiolégicos y morfolégicos de cara a elegir entre las diferentes estrategias
terapéuticas disponibles. Un mayor grado de conocimiento de las terapias basadas en el uso de
la sangre ha promovido un creciente interés en el uso de las mismas como tratamiento en
diversas patologias oculares. Aspectos como la reduccidn del tiempo de resolucion de la lesion
o el manejo del dolor, son dos de los mas facilmente identificables por parte tanto del facultativo
como del paciente. Una rdpida regeneracién limita ademas el riesgo de infeccion y otras
complicaciones asociadas. Sin embargo, idealmente estos eventos deberian de ir acompanados
a su vez de un correcto control de la inflamacidn y de la fibrosis, dos aspectos que podrian hacer

peligrar el éxito del tratamiento.

Precisamente estos aspectos se encuentran entre las principales ventajas que han sido descritas
en referencia al uso de plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) en el campo de la
oftalmologia, donde la falta de estandarizacidn de otros derivados hematicos ha resultado una
barrera para el avance de estas tecnologias en varias areas de la medicina. Es por eso que la
formulacion en forma de colirio (ePRGF) se ha establecido como una alternativa terapéutica
para tratar de manera tépica condiciones como defectos epiteliales persistentes o enfermedad
de ojo seco entre otras. El uso de la formulacién mPRGF por su parte, ya ha sido reportada
previamente en diversas dreas de la medicina dada su capacidad de servir como un tejido
temporal de soporte, asi como de retener y liberar de manera sostenida factores de crecimiento
necesarios para la regeneracion tisular. La reciente incorporacion al dmbito de la oftalmologia
del mPRGF hace que su evidencia clinica sea aun escasa, viéndose limitada a algunos casos de

cirugias de la superficie ocular, glaucoma o cirugia de agujero macular.

En el caso de la cirugia de pterigion la reseccién del tejido afectado, implica la necesidad de
formacién de nuevo tejido, por lo que reemplazarlo por tejido sano o disponer de un mecanismo
de soporte celular son en la actualidad las principales estrategias para hacer frente a la

iatrogenia producida. Al mismo tiempo, esta regeneracion idealmente deberia de estar exenta
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de una diferenciacidn celular que induzca a fibrosis, ya que esta miodiferenciacién podria elevar
el riesgo de fracaso quirdrgico causada por una recidiva que derive en una nueva invasion
corneal del pterigidn comprometiendo la visién del paciente. A su vez el abordaje quirurgico de
un pterigion recidivado presenta sus propias limitaciones, ya que la calidad y cantidad del tejido
sano a injertar, puede verse reducida sensiblemente. Hasta donde hemos podido saber, no
existe ningun trabajo publicado que se centre en el uso de mPRGF en cirugias de pterigion. Su
uso tanto en cirugias de pterigion primario como en casos recurrentes (donde el tejido formado
es mas cicatricial y vascularizado), podria a su vez ayudar a determinar el nicho terapéutico en

el que situar esta formulacién.

Los resultados obtenidos en los trabajos de pterigion tanto primario como recidivado defienden
su eficacia y seguridad como un injerto temporal que promueve la regeneracién tisular
presentando bajas tasas de recidiva tanto en casos de pterigion primario como recurrente, asi
como buenos datos en las variables de inflamacién, agudez visual, calidad de la superficie ocular
o dolor. Estos resultados respaldan su uso en casos recidivados o cuando existe limitada

cantidad o calidad del tejido conjuntival.

Ademas, recientemente, el desarrollo de la formulacion denominada immunosafe ePRGF (is-
ePRGF) ha permitido abordar con mayor solvencia los tratamientos oculares para pacientes con
patologias autoinmunes. Una de las principales ventajas de realizar este tratamiento de calor es
conseguir una inactivacion del sistema de complemento como uno de los agentes principales
involucrados en la respuesta inmune. El uso topico de esta formulacién de colirio ha demostrado
eficacia y seguridad en sindrome de Sjogren y enfermedad de injerto contra huésped.

En el caso de la conjuntivitis cicatrizante, la principal barrera de cara a poder llevar a cabo un
tratamiento que ofrezca garantias de éxito es el hecho de que, una hipotética reseccion
quirargica del tejido afectado, podria inducir a recidivas ain mas agresivas que agravarian la
sintomatologia de dicha patologia. Por este motivo es importante definir una estrategia que
disminuya en la medida de lo posible esta posibilidad mediante el control de la fibrosis y la
inflamacidn de manera previa y posterior a cualquier abordaje quirurgico o incluso que pudiera
llegar a evitarlo. Al tratarse de una terapia autdloga, la posible interaccion con el resto de
tratamientos tanto tépicos como sistémicos que acompafian a esta patologia crénica se limita
en gran medida lo cual evita sufrir cualquier efecto contraproducente derivado de la suspension
de uno o varios de los tratamientos concomitantes. El uso tépico de la formulacion is-ePRGF en

un tejido de estas caracteristicas podria no ser suficiente, por lo que el incorporar una aplicacién



inyectada intralesional de esta formulacién, podria elevar la biodisponibilidad de los factores de
crecimiento presentes en el producto.

Los resultados obtenidos en el trabajo sobre manejo de la conjuntivitis cicatrizante demuestran
una mejoria en la gravedad de la patologia, asi como en la disminucidén de la inflamacién. Estos
datos sugieren que la formulacidn is-ePRGF tdpica e inyectada a través de sus capacidades
moduladoras de la respuesta inmune y la fibrosis, podria ser considerada como una terapia

adecuada para el manejo de esta patologia.



INTRODUCCION

El contenido de esta seccion se basa en la siguiente publicacion, de la que soy coautor:

Progress in the use of plasma rich in growth factors in ophthalmology:
from ocular surface to ocular fundus

Publicado en la revista “Expert opinion on biological therapy” Factor de Impacto JCR 3,573 (Q1)

E Anitua, B de la Sen-Corcuera, G Orive, R M Sanchez-Avila, P Heredia, F Muruzabal, ) Merayo-
Lloves. Progress in the use of plasma rich in growth factors in ophthalmology: from ocular
surface to ocular fundus “Expert opinion on biological therapy”
https://doi.org/10.1080/14712598.2021.1945030







INTRODUCCION

1. Laedady el aumento de prevalencia en enfermedades y trastornos oculares

La mejora tanto de las condiciones higiénicas, como de mejora las econdmicas, asi como los
avances cientificos en el campo de la medicina han conducido a un aumento muy significativo
de la esperanza de vida. En 2019 en la unidén europea, segun Oficina Estadistica de la Unidn
Europea (EUROSTAT), mds de una quinta parte de la poblacién (20,3 %) supera los 65 afios de
edad. Las proyecciones indican que entre 2019 y 2100, el porcentaje de personas mayores de
80 afios se multiplicard por 2,5, y pasara del 5,8 % al 14,6 % del total de la poblacidn europea
(figura 1). Concretamente Espafia es actualmente el pais de Europa con una mayor esperanza
de vida, siendo ademas el segundo a nivel mundial después de Japdn [1]. Esta mayor expectativa
de vida de la poblacién en el conjunto de los paises desarrollados ha provocado un aumento de
la poblacién con mas de 65 afios (figura 1). Tanto la edad como el aumento de la ingesta de
medicamentos guardan una estrecha relacion con un aumento de la prevalencia de
enfermedades crénicas y degenerativas, que a su vez estan asociadas a cambios morfoldgicos y
fisiolégicos como la pérdida de fibras elastina, la pérdida de masa muscular, el aumento de
matriz extracelular, el aumento de tejido adiposo o la perdida neuronal [2, 3]. Este cambio
demografico pone de manifiesto una mayor necesidad de soluciones y alternativas terapéuticas

que traten y prevengan este tipo de patologias.
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Figura 1. Poblacién mundial por grupo de edad. Fuente: Naciones Unidas — Divisidn de poblacién (Revision del 2019).
(https://ourworldindata.org/age-structure).



En el ambito de las enfermedades oftalmoldgicas, este hecho se hace patente no solo en el
aumento de la prevalencia de enfermedades asociadas al proceso natural de senescencia, sino
también de aquellas ligadas al estilo de vida. Ademas el estrés oxidativo, la inflamacién o la
respuesta inmune juegan un papel critico en el inicio y la progresidn de las alteraciones oculares
relacionadas con la edad, lo cual puede verse agravado por factores exdgenos como el
tabaquismo, la alimentacién o la exposicion prolongada al sol [4]. Ciertas retinopatias como la
degeneracion macular, el desarrollo de glaucoma, o el ojo seco, son algunos de los trastornos
oculares mads prevalentes entre la poblacién anciana y, como resultado, tanto su prevencién
como la mejora de sus enfoques diagndsticos y terapéuticos se han convertido en prioridades
de salud mundial [5]. Por este motivo, la investigacidn sobre los mecanismos en los que la
sefalizacion molecular juega un papel relevante en los procesos inflamatorios y degenerativos,
resultara clave de cara a establecer una estrategia que permita desarrollar tratamientos eficaces
y seguros. De esta forma, se verd beneficiada ya no solo la poblacién de edad longeva, sino
también aquellos que, presenten un desarrollo precoz de su patologia, y por lo tanto, puedan
tener acceso a dichas terapias como parte de una estrategia de prevencion o tratamiento. En
este contexto, se ha promovido el desarrollo de diversas terapias regenerativas personalizadas,
muchas de ellas de origen bioldgico, que se posicionan como una alternativa de presente y
futuro gracias a su rapido desarrollo [6-8]. Un mayor grado de conocimiento de determinados
procesos biolégicos como la cicatrizacidon o la inflamacidn, ayudaria sin duda al desarrollo
multidisciplinar de estas innovadoras técnicas y biomateriales que puedan potencialmente

favorecer el proceso de regeneracidn tisular en un amplio rango de patologias [9].

2. Desordenes oculares con necesidades no resueltas

El proceso de senescencia incluye variaciones en la homeostasis celular que inevitablemente
induce a alteraciones morfoldgicas, bioquimicas y funcionales. Pero el dafio de un tejido también
puede estar relacionado con un sinfin de patologias oculares, sistémicas o procedimientos
clinicos que, por ende, pondran en marcha los procesos regenerativos enddgenos. Para todas
estas situaciones que implican un dafio tisular, urgiria en un primer lugar la propia resolucion
del defecto, (idealmente acompafiado de un correcto restablecimiento de la integridad y la
morfologia del tejido), pero también es sabido que los procesos inflamatorios podrian alterar
dichos resultados y, en ocasiones, inducir a la cronicidad de la patologia. Esta inflamacién

asociada a estas enfermedades puede ademads derivar en una respuesta fisiolégica que inicie un
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proceso diferenciacion celular que desemboque en la aparicion de tejido fibrotico. La aparicion
de tejido cicatricial en el lugar de la lesién, podria retrasar aun mds la posible resolucion del
problemay empeorar su prondstico clinico [10]. Estos eventos representan sin duda, algunas de
las principales dificultades afiadidas en el manejo de determinadas patologias oculares muy
prevalentes, lo cual, tal y como se ha comentado en el punto anterior, respalda la continua
busqueda de terapias que se ajusten a las necesidades concretas de cada paciente, promoviendo

la regeneracién, pero también ofreciendo un adecuado control de la inflamacidn.

Para la presente tesis doctoral, nos parece relevante resumir brevemente las caracteristicas de
algunas de estas enfermedades y trastornos oculares en los que, en las Ultimas décadas, la
busqueda de un mejor abordaje clinico ha supuesto un continuo reto para la comunidad
cientifica. En todas estas enfermedades, los conceptos de inflamacidn y fibrosis suponen de
alguna manera un denominador comun, y sirven como ejemplo de por qué las llamadas terapias
regenerativas son, y muy probablemente seguiran siendo en el futuro, tratamientos de gran

relevancia.

2.1. Etiopatologias y sus tratamientos convencionales

2.1.1. Defectos en la superficie ocular

Desde un punto de vista anatémico la superficie ocular se compone por la mucosa que recubre
el globo ocular y los parpados, la cdrnea, el limbo eslcerocorneal y la pelicula lagrimal [11]. En el
caso concreto de la cdrnea cuando aparece una Ulcera con una inapropiada reparacién del
epitelio corneal, si esta lesién epitelial es de mdas de 2 mm de didmetro y no se consigue
reepitelizar en un plazo de dos semanas de duracion usando tratamientos convencionales (ej:
lagrimas artificiales, pomadas, oclusiones) nos encontrariamos ante una condicién clinica
llamada defecto epitelial persistente (DEP) [12]. Los DEP pueden tener diversas etiologias, como
procesos traumaticos, infecciosos o degenerativos, aunque la dificultad en la resolucién del
defecto en ocasiones se ve originada por otras causas subyacentes como trastornos sistémicos

como la diabetes o elementos mecanicos como el uso de lentes de contacto (figura 2).

Un ejemplo de patologia que puede conllevar consigo la aparicion de DEPs es la queratitis
neurotrdéfica (QN), la cual es considerada una enfermedad degenerativa rara. Este trastorno de
la inervacidon trigeminal que proporciona soporte tréfico a la cérnea, puede tener diversos

origenes como quemaduras, traumas o iatrogenias, aunque son las infecciones herpéticas o

11



dafios producidos a nivel de la rama oftalmica del trigémino las causas mas comunes. La QN se
divide en tres estadios (Clasificacion de Mackie) segun la gravedad del compromiso corneal, los
estadios 2 y 3 tienen una prevalencia inferior a 1/10000 habitantes, el estadio 2 se caracteriza
por tener un DEP con bordes enrollados y suaves, mientras el estadio 3 se caracteriza por una

ulcera corneal profunda, fusién estromal y riesgo de perforacién [13, 14].

En la resolucion de cualquier defecto corneal ya sea de caracter neurotréfico o no, se produce
una alteracion en la concentracion de neurotransmisores y factores de crecimiento promovida
por un proceso inflamatorio que dafia el plexo nervioso y el tejido corneal. A su vez, el riesgo de
fibrosis asociada al proceso inflamatorio es otro de los aspectos mds relevantes en lo que
respecta al éxito terapéutico. Algo que es ampliamente reconocido por la comunidad médica,
es el hecho de que, si el defecto se produce por un trauma, cirugia, infeccion o enfermedad, y
permanece sin resolverse mads alld del rango comprendido entre diez dias a tres semanas,
generalmente conduce a la cicatrizacidon del estroma corneal subyacente, también conocido
como “haze” corneal [15, 16]. La formacidn de esta cicatriz compromete la transparencia corneal
y tiene su origen en el proceso de diferenciacién celular de los fibroblastos del estroma [17]. Por
este motivo, en el manejo de esta complicada enfermedad, las terapias utilizadas para su
resolucidn van encaminadas al control de la inflamacidn, a la estabilizacién de la lagrima, a evitar
la infecciéon y promover tropismo celular que regenere estroma, terminaciones nerviosas y

epitelio [18].

Figura 2. DEP central con opacidad estromal queratinizada. Imagen cedida por el Prof. Stephen Pflugfelder (Baylor College
of Medicine, Houston USA).

Actualmente existen tratamientos emergentes para QN de dificil manejo, como el nerve growth
factor (NGF) recombinante, los agentes regeneradores de la matriz o RGTA (polisulfato de

carboximetilglucosa, un andlogo del heparan sulfato) o la insulina tépica. Una mejor
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comprension de sus mecanismos de accion y evaluacion de sus resultados preclinicos y clinicos

podran ayudar a un mejor manejo de este tipo de enfermedades [18].

2.1.2. Enfermedad de ojo seco

Tanto la superficie ocular como los parpados con sus las glandulas lagrimales actian como una
unidad a la hora de preservar no solo la capacidad refractiva del ojo sino también la calidad de
la superficie ocular, protegiendo al ojo contra factores ambientales y lesiones. La perturbacion
en la homeostasis de la pelicula lagrimal puede dar lugar a un circulo vicioso que desencadene

en enfermedades de la superficial ocular.

La EOS (Enfermedad de ojo seco) en sus diversos grados, es una de las enfermedades
oftalmoldgicas de mayor prevalencia (entre 5 -30% de la poblacidn mundial), afectando 1,5
veces mas a mujeres que a hombres [19]. Ademas, existe una relacién entre su incidencia y el
aumento de la edad en la poblacién, por lo que el impacto socioecondmico y sobre la calidad de
vida de los pacientes afectados es muy alto [20]. El aumento del uso de lentes de contacto, del
numero de intervenciones quirdrgicas como cataratas o la correccidn de la ametropia también

implican un aumento de la EOS como efecto adverso asociado [21].

Segun la sociedad “Tear Film & Ocular Surface Society” (TFOS) que creo el “Dry Eye Workshop |l
(TFOS DEWS I1)”, la EOS se define como una enfermedad multifactorial caracterizada por una
pérdida de homeostasis de la pelicula lagrimal, acompafiada de sintomas oculares, en los que la
inestabilidad de la pelicula lagrimal, la hiperosmolaridad, la inflamacién, el dafio de la superficie
ocular y las anomalias neurosensoriales desempenan papeles etiolégicos [20]. En este mismo
informe se pone de manifiesto la dificultad en su clasificacion, ya que, originalmente su
clasificacion se limitaba a una segmentacion en EOS acuodeficiente (reduccion en la cantidad de
secrecion lagrimal) y EOS evaporativo (cambios en el balance de los componentes de la lagrima)

(figura 3).

La inflamacion juega un papel clave sea cual sea su clasificacién. Por una parte, la
hiperosmolaridad lagrimal da lugar a una cascada de eventos de sefializacion que inducen a la
liberacion de mediadores y proteasas inflamatorias. Por otra, cuando el origen se encuentra en
un mal funcionamiento de la secrecidn lagrimal, es de nuevo la infiltracién inflamatoria causada

por un desorden sistémico la principal causante de dicha condicion.
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Y aunque una prioridad sea identificar su origen, el correcto manejo del EOS implica el
tratamiento de sus sintomas, que en ocasiones resultan ser crénicos, por lo que el coste y el
riesgo/beneficio resultan determinantes a la hora de establecer una pauta de tratamiento. La
modificacion del ambiente (humedad, contaminacion...), o una correcta educacion dietética
(suplementacion con acidos grasos, alimentacion...), suelen ser las primeras pautas junto a la
evaluacion de los medicamentos sistémicos utilizados. Igualmente, se recomienda el uso de
diferentes colirios lubricantes, higiene palpebral y aplicacién de compresas calientes. Si este
paso no resulta util se recomienda el uso de tapones lagrimales o ungiientos nocturnos, luz
pulsada, corticosteroides tépicos de duracién limitada, ciclosporina o tetraciclina entre otros
tratamientos. Si aun asi las opciones anteriores son inadecuadas, se procede a la prescripcién
de secretagogos orales, lentes de contacto terapéuticas, tarsorrafia (sutura de los parpados) o
incluso injertos de glandulas o tejidos [20, 22, 23]. Por desgracia estos tratamientos no son
siempre efectivos (especialmente en los casos mas graves), por este motivo otras opciones

terapéuticas regenerativas se han venido afiadiendo en los Ultimos afios a la practica clinica.

0JO SECO
|

Efecto del |
entorno o
Ambiente interno por falta secrecién acuosa [ Evaporativo
Baja frecuencia de I
parpadeo, VTU ,—I_
(Terminales de video), l l
st Ojo seco asociado
Parpados muy abiertos J . z z
posicién de mirada fija asindrome ’ Intrinseco ‘ ’ Extrinseco ‘
Envejecimiento £22
Baja reserva de de Sjogren
andrégenos
Medicamentos Ojo seco no asociado| [~ de grasa Deficiencia de
sistémicos: a sindrome meibomiana vitamina A
Antihistaminicos, A
bloqueantes beta, Secundari N del Sjlogren [ 1 L]
antiespasmédicos, Falta de Trastornos de Farmacos topicos
diuréticos y algunos secrecién apertura de conservantes
medicamentos lagrimal los parpados ]
psicotropicos Obstruccion del - . Uso de lentes
bi ; conductode la Baja frecuencia de contacto
Ambiente exterior. glandula lagrimal de parpadeo [
Baja humedad relativa —
Alta velocidad del Enfermedad de la
B Accion de farmacos superficie ocular
Entorno laboral Accutane (Ej., alergia)
Farmacos
sistémicos

Figura 3. Clasificacién del ojo seco. TFOS DEWS Il Report Executive Summary [20].

Existen ademds determinadas enfermedades que afectan a los tejidos oculares y que, dada su
complejidad, presentan un gran nimero de complicaciones en el manejo de sus manifestaciones

clinicas, como aquellas relacionadas con trastornos de la respuesta inmune. Dos claros ejemplos
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de enfermedades que perjudican la estabilidad de la superficie ocular, son el sindrome de

Sjogren (SS) y la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD por sus siglas en inglés).

El SS es un desorden autoinmune que afecta a tejidos de todo el cuerpo, siendo sus
manifestaciones principalmente relevantes en los tejidos de las glandulas de la boca y los ojos.
Es por tanto uno de los principales causantes del EOS grave y se puede encontrar solo (SS
primario) o asociado a trastornos autoinmunes como lupus eritematoso o artritis reumatoide
(SS secundario). Algunas de sus principales manifestaciones oculares incluyen la irritacion
ocular, inestabilidad de la pelicula lagrimal o queratoconjuntivitis sicca debido a una hipofuncién

de la glandula lagrimal. [24, 25]

Por su parte el GVHD es una complicacion médica que se asocia principalmente al trasplante de
células pluripotenciales hematopoyéticas. Su fisiopatologia es compleja, incluida la infiltracién
de la glandula lagrimal por fibroblastos y linfocitos-T que conduce a una deficiencia acuosa grave
y fibrosis. El GVHD causa EOS en un 69-77% de los pacientes pudiendo presentar otras
manifestaciones oculares inflamatorias como algunos tipos de conjuntivitis, queratitis o

blefaritis. En su fase mas aguda puede ademds inducir cambios conjuntivales cicatriciales [26].

2.1.3. Conjuntivitis cicatrizante

En este orden de ideas, una patologia (o agrupacion de ellas) que provoca una agresiva
neoformacidn cicatricial a la vez que guarda cierta relacién con un deficiente funcionamiento de
la respuesta inmune, es la denominada conjuntivitis cicatrizante (CC). La principal etiologia de la
CC es el penfigoide de las membranas mucosas (OcMMP), que alcanza el 60% de los casos de
CC. Otras causas de CC incluyen el sindrome de Stevens-Johnson/Necrélisis epidérmica tdxica
(SJS/NET). Por lo tanto, el CC se considera como un grupo de enfermedades sistémicas raras que
afectan a varios tejidos como la traquea, la cavidad nasal o la piel, pudiendo llegar a ser una
causa de ceguera [10]. La incidencia de conjuntivitis cicatrizante es en gran parte desconocida.
Y aunque varios estudios han intentado sin éxito medir su incidencia, algunas publicaciones la

sitiian en alrededor de 1,3-1,5 / millén de habitantes [27].

En la manifestacién ocular de CC, el OcMMP es una de las principales herramientas sistémicas
de deteccion de enfermedades, ya que otras membranas mucosas afectadas pueden ser mas

dificiles de evaluar. Estas manifestaciones oculares inflamatorias suelen ser las primeras en
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INTRODUCCION

aparecer, afectando a las mucosas oculares como EQS grave. Es en etapas posteriores, donde la
fibrosis juega un papel esencial en el desarrollo de estas enfermedades ya que la inflamacién
crénica que la provoca, da paso a la aparicidon de tejido fibrético que acaba por producir
diferentes grados de adhesién entre la cara interna del pdrpado y el globo ocular, un
acortamiento del fornix se denomina simbléfaron [28]. La inflamacién que da lugar al
simbléfaron y por tanto causa la unién de las dos superficies anteriormente descritas puede
tener su origen en una inflamacidn crdnica previa de los parpados (blefaritis), asi como en otros

eventos como traumatismos, quemaduras térmicas o quimicas de la conjuntiva, infecciones o

intervenciones quirurgicas (figura 4).

Figura 4. Casos de OcMMP. Dcha: simbléfaron con defecto corneal. Imagen cedida por el Dr Jestis Montero (Clinica Cartujavision -
Sevilla). Izda: Simbléfaron con adherencia corneal. Imagen cedida por el Dr Victor Pérez (Bascom Palmer Eye Inst. Miami USA).

El tratamiento para estos casos debe ser sistémico mediante inmunomodulacidn, pero aun asi
una biopsia puede ser muy util para acortar el tiempo de diagndstico. Esta biopsia se utiliza
principalmente para la inmunofluorescencia y la inmunoperoxidasa como pruebas
inmunohistopatoldgicas [29]. Es también relevante analizar la interaccidon entre epitelio y
mesénquima, por lo que tanto el epitelio como el estroma son necesarios para la biopsia con el
fin de poder detectar elementos relacionados con la respuesta inmune como inmunoglobulinas,
marcadores de la inflamacién o depdsitos de complemento [30]. Estas pruebas diagndsticas son
especialmente Utiles para el correcto diagndstico de la CC puesto que la inflamacidn
inmunomediada, asi como la actividad de las citoquinas profibréticas y proinflamatorias son
algunos de los principales factores que contribuyen a su progresion. Estos factores son
precisamente los que van a dar lugar a afecciones, como la cicatrizacidon conjuntival y sus
complicaciones asociadas (entropidn, triquiasis, lagoftalmos, EOS...), enfermedades de la
superficie ocular (DEP, infecciones corneales, neovascularizacién corneal, cicatrizacion

corneal...) y trasplantes de células madre limbares (LSCD o Limbal stem cell deficiency).
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Asimismo, todos estos factores pueden contribuir a la persistencia del dolor ocular y una gran

pérdida de la calidad de vida del paciente [31].

2.1.4. Cirugias oculares

Cuando las opciones farmacoldgicas o no existen o no son capaces de ofrecer los resultados
deseados, se procedera a considerar abordajes quirdrgicos. Para defectos de la superficie ocular,
por ejemplo, existe la posibilidad de recurrir a un procedimiento quirdrgico con el fin de conferir
proteccién y elementos regenerativos en aquellos casos donde el tratamiento tdpico resulta
insuficiente. Algunos autores han recurrido al uso de distintos procedimientos que incluyen el
uso de tejidos o sustancias bioldgicas de diversa indole [20, 22, 23, 32, 33], sin embargo, muchas
de estas técnicas quirurgicas no han terminado de estandarizarse debido a su complejidad y las
frecuentes complicaciones asociadas. Del mismo modo, muchas de estas tecnologias
mencionadas previamente han sido utilizadas ya no sélo como tratamiento por si mismas, sino

como coadyuvante a otras cirugias que en ocasiones presentan resultados poco satisfactorios.

Las recidivas, alargamiento en tiempos de cierre o la fibrosis favorecida por la iatrogenia, son
aspectos que aun a dia de hoy presentan un cierto margen de mejora en cirugias de glaucoma,

agujero macular o pterigion entre otras.

2.1.4.1. Glaucoma

El glaucoma es la segunda causa de ceguera en el mundo y la primera causa de ceguera
irreversible. [34, 35] Se estima que para el afio 2040 cerca de 112 millones de personas estaran
afectadas por glaucoma. Se trata de una neuropatia Optica progresiva que desencadena
defectos en el campo visual afectando al nervio éptico. El glaucoma primario de angulo abierto
(GPAA) es el mas prevalente en el mundo, se presenta usualmente en mayores de 65 afios de
edad, asociado a la degeneracion de la malla de drenaje del liquido intraocular (malla
trabecular). Puede estar asociado a antecedentes familiares de glaucoma, aunque también
podria depender de otros factores como la miopia, la diabetes, enfermedades cardiovasculares,
o la apnea del suefio, y presencia de miopia [36, 37].

El tratamiento médico va principalmente encaminado al control de la presién intraocular (P10)

siendo este el principal factor de riesgo. El tratamiento del glaucoma inicia con farmacos siendo
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los principales los andlogos de prostaglandinas, beta bloqueantes, inhibidores de anhidrasa
carbdnica, alfa 2 agonistas, y colinérgicos [37]. Tras este tratamiento inicial, y si e no se alcanza
un adecuado control de la PIO se introducen alternativas quirdrgicas que promuevan la educcion
de la presidn intraocular por filtracién. Existen varios tipos de cirugias con un mismo fin, que es
generar un orificio de drenaje mediante el cual, el liquido intraocular fluya eludiendo los canales
de drenaje obstruidos. El riesgo de fibrosis es, una vez mas, un aspecto muy a tener en cuenta
en el manejo de esta patologia, ya que supone uno de los principales motivos de fracaso
quirurgico, [38] motivo por el cual el uso asociado de tratamientos anti fibroticos estd

ampliamente extendido en la actualidad [39].

2.1.4.2. Agujero macular

El agujero macular es un defecto anatdmico que causa una importante disminucién de vision en
la retina al estar localizado en el centro de la fovea, que es el punto de maxima vision. Se estima
que la prevalencia en la poblacién general es de 3,3 casos por 1000 habitantes, afectando
principalmente a personas mayores de 65 afios, especialmente mujeres [40, 41]. El agujero
macular es causado por una traccidon del vitreo en el centro de la févea en direccion
anteroposterior y tangencial (figura 5). Se considera la edad como un factor determinante para
su aparicion aunque también lo son condiciones como, miopia, edema macular diabético,

degeneracién macular o incluso un trauma entre otras [41].

Figura 5. Imagen OCT de un agujero macular con desprendimiento de retina. Imagen cedida por la Dra Marta S. Figueroa. Hospital
Ramén y Cajal, Madrid).
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El tratamiento habitual (o “gold standard”) para este defecto es la cirugia denominada
vitrectomia pars plana, donde se procede a realizar un despegamiento del vitreo posterior,
asociado o no al pelado de la membrana limitante interna, junto al uso de un gas tamponador
en la cavidad vitrea que facilitard el aplanamiento del agujero macular [42]. Las tasas de
persistencia del defecto una vez operado varia del 8% al 44% segun algunos estudios, y se
establece como posible causa el gran tamafo del mismo (> 400um), desprendimiento de retina,
o presencia de liquido subretiniano [43]. Otro factor relevante es si el paciente presenta miopia.
Para estos pacientes, aunque el éxito anatémico logrado después de la intervencién puede estar
entre el 62,5% y el 87,5% segun algunas series publicadas, con cierta frecuencia se sigue

necesitando una segunda intervencién para lograr el cierre del agujero macular [44, 45].

En el tratamiento de los casos recurrentes, se han utilizado técnicas como la colocacion de un
autotrasplante o la realizacion de un “flap” invertido de la membrana limitante interna,
mejorando aparentemente ambas técnicas los resultados postoperatorios. [41] Sin embargo,
existen pacientes que siguen presentando recurrencias del agujero macular a pesar de estas
técnicas quirurgicas. Para estos casos se han planteado alternativas biolégicas como el uso de

otros tejidos [46], o algunos elementos y proteinas derivados de la sangre [47-50]

2.1.43. Pterigion

Una de las condiciones donde se puede evaluar de una manera muy visual cémo la inflamacién
y la fibrosis repercuten en el tejido de manera negativa, es en el pterigion. No solamente la
evaluacion durante en el desarrollo del mismo sino también su evolucidn tras una cirugia y su
posible recidiva nos puede dar informacion valiosa que ayude en la busqueda de futuros

tratamientos.

El término pterigion también llamado pterigion, pterygium o pterigium, deriva del griego
pterygion que significa “ala”. El principal motivo de este nombre es su apariencia, ya que esta
neoformacién de caracter fibrovascular tiene una forma triangular. Suele formarse en la
hendidura interpalebral del sector nasal, y se caracteriza por tener la capacidad de progresar
desde la conjuntiva hacia la cérnea llegando a invadirla y ocasionando problemas de vision

(figura 6). Este crecimiento anormal del epitelio conjuntival y el tejido conectivo subconjuntival
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se caracteriza ademas por promover la inflamacidn y la angiogénesis durante el crecimiento del

tejido [51].

Se trata de una entidad clinica cuya prevalencia es variable, aunque aumenta con la edad y es
mayor en regiones situadas cerca del ecuador, debido a una mayor exposicion a la radiacion
ultravioleta (UV) [52]. En una revisidn bibliografica y meta-anlisis llevado a cabo por Rezvan et
al. se concluye que la prevalencia global del pterigion es del 12 % de la poblaciéon mundial [53].
Concretamente en Espafia afecta casi un 6% de la poblacion mayor de 40 afios siendo la edad y
la exposicion al sol factores determinantes en su desarrollo [54]. También se ha sugerido que el

pterigion sufre un mayor engrosamiento y un comportamiento mas agresivo tras la escision

quirargica, especialmente en estos climas con elevada exposicion solar [55].

Figura 6. Imagenes de pterigion primario que presentan invasion corneal. Cedidas por el servicio de oftalmologia del Hospital Miguel
Servet, Zaragoza.

Histopatoldgicamente muestra una degeneracién del coldgeno conjuntival, aumento de
fibroblastos activados y cambios en la matriz extracelular que incluyen acumulacidn de elastina
elaboradas por fibroblastos dafiados actinicamente de la sustancia propia [56],
glucosaminoglicanos y alteraciéon del coldgeno [56]. El avance implica una destruccién del
estroma corneal y la membrana de Bowman, asi como la alteracién y pérdida de funcionalidad

de células madre limbares [57].

Aunque el pterigion puede ser asintomdtico y limitarse a una simple alteracién estética, los
sintomas mas frecuentes son entre otros, la sensacion de cuerpo extrafio, irritacion, lagrimeo, o
incluso fotofobia. Otros sintomas mas especificos, aunque menos frecuentes incluyen las Ulceras
o adelgazamiento del grosor corneal (Dellen). El pterigion sintomatico suele ir acompafnado de

dolor en la zona de avance o que ésta reduzca sensiblemente la agudeza visual por invasion
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corneal pudiendo llegar a invadir la zona dptica. En casos mas avanzados el tejido fibrovascular
puede promover la aparicidon de simbléfaron creando fuertes adherencias al tejido conectivo. El
que el tejido palpebral se vea involucrado puede derivar entropién o ectropién por los motivos

anteriormente expuestos [58].

El tratamiento se limita al ambito quirurgico, siendo la escisién del mismo el Unico tratamiento
efectivo actualmente y se llevara a cabo en aquellos casos mas graves donde el crecimiento del
mismo es rapido, agresivo e invade la cérnea comprometiendo la visidn y la calidad de vida del
paciente. El éxito de la cirugia se determinard principalmente mediante la recidiva del mismo,
pudiendo ser necesaria una segunda intervencidn. Existen indicativos de una potencial recidiva

en la morfologia e histologia del tejido formado, como la aparicién de vasos sanguineos

epiesclerales o fibrosis que se formen en direccién a la cérnea [51, 59].

2.2. Tratamientos regenerativos en oftalmologia y sus limitaciones

Gran parte de los avances en el tratamiento de patologias de la superficie ocular estan
relacionados con una via de administracién tdpica. Las lagrimas artificiales son ampliamente
utilizadas con esta finalidad, dada su facilidad de uso, capacidad lubricante, y a sus principios
activos. Sin embargo, la lagrima natural contiene una compleja composicidon formada por agua,
lipidos, proteinas o sales entre otros componentes y estas lagrimas artificiales tienen una
limitada capacidad para imitar dicha composicién [60]. Es por ello que existen tratamientos
como los corticosteroides topicos o, mas recientemente, la ciclosporina, los cuales, aunque han
demostrado eficacia, no estdn exentos de efectos secundarios como sensacién de quemazdn,
hiperemia conjuntival, dolor o aumento de la presién ocular [61-63]. Otros tratamientos que
inciden sobre aspectos como las propiedades mecdnicas de la ldgrima, sus efectos
antimicrobianos o la mediacidn en reacciones inflamatorias sosn factores neurogénicos como el
NGF [64] o el insulin growth factor 1 (IGF-1) en combinacidn con la sustancia P (SP) [65], la
fibronectina [66], la albumina [67] u otros factores de crecimiento aislados como el epidermal

growth factor (EGF), o el platelet derived growth factor (PDGF) entre otros [68, 69].

La busqueda de terapias que mimeticen la funcién de la lagrima, ha permitido explorar otras
vias con un enfoque bioldgico. Ademas, en aquellos casos donde surge la necesidad de un
soporte fisico, estas alternativas ya no se limitan a un uso tdpico, sino que existen injertos que

serviran de andamiaje, favoreciendo procesos como la migracién, adhesién y la proliferacién

21



celular. Como consecuencia, aflora el uso de materias primas como tejidos o sangre, motivadas

también en parte por sus limitados efectos adversos.

Uno de estos tejidos es el denominado Tutopatch, material inerte basado en coldgeno vy
obtenido del pericardio bovino, usado en areas como cirugia cardiovascular o neurocirugia. En
oftalmologia, se ha utilizado en fracturas orbitarias, enucleaciones o cirugias de glaucoma. Sin
embargo, a su facil manejo y sus propiedades como soporte no parecen sumarsele, propiedades
regenerativas [33]. Tejidos humanos, como la mucosa nasal [70] o trasplante autdlogo de
epitelio de mucosa oral cultivada [71], podrian ofrecer estas caracteristicas, aunque su
evaluacion clinica no ha resultado del todo exitosa. La membrana amnidtica (MA) sin embargo,
cuyo primer uso data del afio 1910 para cubrir lesiones cutdneas [72, 73] ha resultado de utilidad
en cirugia plastica, ginecologia o cirugia oral, siendo utilizada por primera vez en oftalmologia
en 1940 para reconstruccién de simbléfaron [74]. A dia de hoy la MA resulta ser uno de los
tejidos mas populares en oftalmologia dada su relativa transparencia y sus conocidas
propiedades tanto de soporte como regenerativas, lo que promueve su uso como parche
temporal o injerto permanente [32, 75-83]. La MA ha demostrado aportar interleucinas (IL) y
factores de crecimiento (GF o growth factors) y tener efecto sobre la migracién y adhesion del
epitelio corneal y conjuntival, asi como propiedades antifibréticas, anti-inflamatorias, anti-
angiogénicas y anti-microbianas [83]. Ademds, no produce respuestas inmunoldgicas
significativas debido a una reducida expresién de antigenos como HLA-A, B o C [84]. Todo ello
hace que en los Ultimos afios exista un creciente interés en su uso asociado a la expansidn de

células madre limbares [83, 85].

Histolégicamente, la MA o amnios, forma junto con el corion la placenta y se sitda en la cara
fetal, siendo por tanto la parte mas interna (figura 7). La MA se divide a su vez en tres capas
(epitelio, membrana basal y matriz estromal) [86]. Su procesamiento se realiza mediante
diseccién roma dando lugar a dos caras cuya identificacion es relevante durante su uso clinico:
la cara epitelial de aspecto mas liso y la capa estromal que serd mas rugosa y con mayor

adherencia [32].
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Membrana basal — [==
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Figura 7. Esquema de las partes de la placenta y subpartes del amnion. Epitelio (monocapa de células cuboides con gran capacidad
secretora de IL y GF). Membrana basal (compuesta de colageno tipo IV y VIII, fibronectina y laminina). Matriz estromal (capa
avascular, gruesa, compacta y resistente formada por tejido conectivo y fibroblastos). Placenta, cordén umbilical y membrana
amnidtica en oftalmologia. Adaptado de [87].

Otro reciente avance en lo relativo a la MA es su uso en forma de colirio tras un proceso de
congelacién, molido y centrifugado. Su principal uso descrito y donde existe aun escasa
evidencia, es para EOS o DEPs, para lo cual el producto liofilizado se deberd rehidratar y usar

durante un maximo de 15 dias [88-90].

En contrapartida, estos usos de la MA no estdn exentos de riesgo de infecciones bacterianas,
fungicas o viricas, por lo que su trazabilidad es necesaria por parte del banco de tejidos donde
se suele almacenar en seco, criopreservada o liofilizada [76, 83]. En ocasiones se usa radiacion
gamma para eliminar de la MA agentes infecciosos al haberse reportado entre un 1.6 y un 8.0%
de contaminaciones por gram positivos, sin embargo, este paso podria reducir el contenido en

determinados factores de crecimiento, comprometiendo su papel regenerativo [83].

Los derivados hematicos por su parte, estan teniendo una creciente repercusion en el dmbito
de la oftalmologia. Algunos ejemplos son terapias obtenidas a partir de sangre de otra especie
animal (heterdlogas) como el suero fetal bovino o alogénicas (provenientes de sangre de otro
individuo de la misma especie) como el suero de cordén umbilical o el suero alogénico. Sin

embargo, son las terapias autdlogas (provenientes de un mismo individuo a tratar) como el
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suero autdlogo o los concentrados plaquetarios las que ofrecen, a priori, un mayor perfil de

seguridad [12, 91-93].

Y es que el uso de la sangre y sus componentes en medicina dista mucho de ser nuevo, y su
continua evolucién en innumerables dreas de la medicina ha dado lugar a un creciente nimero
de publicaciones que avalan su seguridad y eficacia. La gran disparidad de los muchos derivados
hematicos tanto a nivel protedmico como en cuanto a sus resultados, dificulta en ocasiones un
avance sélido hacia nuevos desarrollos por lo que parece generalmente aceptado el hecho de
gue es necesario un mayor esfuerzo investigador que establezca sus principales diferencias y
usos. Estamos convencidos que detenernos por un instante en ahondar en la biologia y
funciones de la sangre, asi como en la evolucién histérica de su uso en medicina, nos sera de
gran ayuda de cara a poner en contexto su actual uso en oftalmologia. El conocimiento de las
principales caracteristicas y diferencias entre terapias podria, a su vez, ayudar a establecer
ciertas bases que faciliten futuras lineas de investigacion y proyectos desarrollo de producto en
el campo de la oftalmologia, aspectos que, por otro lado, resultan especialmente relevantes en

el motivo y desarrollo de la presente tesis doctoral.

3. Derivados hematicos

3.1. La sangre: Sus componentes y funcidn en el proceso de regeneracion

Al ocurrir un dafo que compromete la integridad de los tejidos, se ponen en marcha eventos
relacionados con la sangre, como la activacién de plaquetas y neuronas nociceptoras, la
formacién de un codgulo de fibrina, o el reclutamiento de neutrdéfilos y monocitos a la zona
afectada. Este seria un primer paso cuya finalidad es detener el sangrado de forma rapida, asi
como proteger de posibles infecciones microbianas. En respuesta a la presencia de agentes
como citoquinas o metaloproteinasas de matriz entre otros, se produce una vasodilatacion y el
aumento de la permeabilidad tisular que permiten el paso de plasma y leucocitos hacia el tejido
dafiado. La traduccién clinica de estos eventos se manifiesta principalmente mediante 5

sintomas: hinchazdn, enrojecimiento, calor, dolor y alteracion de funcién [94].

Una gran parte de los principales mecanismos de la respuesta fisiolégica ante una agresion se

podrian relacionar con 2 de sus componentes: las plaquetas, por su importante papel en la
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hemostasia y sefializacién celular, y el plasma sanguineo, en gran medida debido a su funcién

transportadora de células y muy diversas proteinas bioldgicamente activas.

Se tiene conocimiento “pequefios corpusculos” en la sangre ya desde el siglo XIX [95], aunque
no fue hasta 1865 que Max Schulze las definid y relaciond con la coleccidn de fibrina [96, 97].
Estas plaquetas o trombocitos, son el resultado de la fragmentacion de sus células precursoras,
los megacariocitos, como proceso final de la trombopoyesis. Aunque la vida media de estos
componentes es de aproximadamente 7-10 dias, el organismo humano tiene la capacidad de
mantener un recuento plaquetario estable al generar 10! plaquetas diariamente con el fin de

mantener el recuento plaguetario en un estado estacionario [98].

Entre las principales funciones plaquetarias destacan la hemostasia primaria y la trombosis
previniendo potenciales hemorragias derivadas de la rotura de un vaso sanguineo a través de la
formacién de un tapén hemostatico por agregacién plaquetaria y la activacion de mecanismos
de coagulaciéon [99]. Por otro lado, cada vez hay mds evidencias de que estos elementos formes
de la sangre constituyen un reservorio de multiples proteinas bioldgicamente activas como
factores de crecimiento (GF) que tendran un importante papel en diversos procesos fisioldgicos

[100].

Estas proteinas que contienen las plaquetas y cuya liberacién al medio daran paso al
denominado “secretoma plaquetario”, se encuentran almacenadas en las distintas poblaciones
de granulos localizados en su citoplasma (figura 8) y se liberan al medio bien por difusién a través
de la membrana o bien mediante exocitosis generando vesiculas secretoras que se fusionan con

la membrana plasmatica de la plaqueta [99].
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Figura 8. Imagen de una plagueta. Se aprecian los diferentes granulos plaquetarios Lisosomas: (de 150 a 200 nm de diametro)
Contienen hidrolasas acidas con papel en la digestion endosomal [101]. Granulos delta o cuerpos densos: (de 250 a 300 nm de
didametro) Contienen ATP, ADP, calcio, magnesio, pirofosfato, serotonina, dopamina, catecolamina e histamina [102]. Granulos alfa:
(de 200 a 500 nm de didmetro) muy abundantes (50-80 por plaqueta) Contienen un variado nimero de moléculas con actividad
bioldgica. Adaptado de [103].

Existen tres tipos de organulos secretores que estan presentes en las plaquetas en nimero
variable: los granulos a, los granulos densos (granulos 8) y los lisosomas, abundando los granulos
tipo alfa que son los mas importantes y caracteristicos. Todos estos granulos mantienen su
integridad en estado de reposo y es durante la activacion plaquetaria cuando se centralizan
como paso previo a la liberacidn de su contenido [101, 102, 104]. Alguno de grupos moleculares

mas relevantes contenidos en los granulos alfa atendiendo a sus propiedades funcionales son:
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MOLECULAS FUNCION

Proteinas de adhesion: Willebrand (FvW), el fibrindgeno
(Fg), la fibronectina (Fn) y la vitronectina (Vn) y Formacion del trombo y la matriz extracelular
glicoproteinas como la trombospondina-1 (TSP-1)

Factores V y VIII, antitrombina IlI Factores que intervienen en la cascada de coagulacion

Regulacion de la fibrinolisis y favorecen la migracion

Proteinas fibrinoliticas: Plasminégeno / integrinas 1l
celular

Quimiocinas o citoquinas quimiotacticas: Factor Atraccidn leucocitos y otras células mediante
plaquetario-4 (PF-4) que interviene en laregulacion de la quimiotaxis. Activacion de otras plaquetas. Parte
angiogénesis, o interleuquina 8 (IL-8) y RANTES (regulated | importante en procesos como la proliferaciony
on activation normal T cell expressed and secreted) apoptosis celular

Trombocidinas (derivados de un tipo de quimiocinas/CXC) | Prevencién de infecciones locales

Proteolisis. Su expresion puede ser regulada por
Proteasas: Metaloproteinasas (MMPs) factores de crecimiento, citoquinas y quimiocinas
plaquetarias

Factores de crecimiento como factor de crecimiento
hepatocitico (HGF), factor de crecimiento derivado de las Promoteores de mecanismos celulares como la

plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante B proliferacion, la migracion o la diferenciacién celular
(TGF-B), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)...

Tabla 1 Grupos moleculares presentes en los granulos alfa y sus propiedades funcionales. Adaptado de [101, 102, 105].

Por su parte el plasma sanguineo fue definido por Malpighi en 1666 como un liquido coagulable
en la sangre que termina por formar una costra dejando un sobrenadante acuoso y salado [106].
Y es que el plasma se define como un fluido coloidal amarillento que forma la porcién liquida de
la sangre con un 91 % de agua, un 7-8 % de proteinas, y una suma de sales, metabolitos,
electrolitos y hormonas [107]. Dicho de forma resumida, se podria definir al plasma sanguineo

como aquella parte de la sangre sin sus elementos formes.

Algunas de las principales funciones que ofrece el plasma sanguineo son mantener un equilibrio

hidrico y presiéon osmética (funcién oncética) [108], funcién de transporte de componentes

celulares, gases o desechos (funcidn reolégica) [107], asi como de leucocitos e inmunoglobulinas
qgue cumplen una funcién inmunoldgica [94, 107, 109], o su capacidad amortiguadora del pH
sanguineo [107]. Otro de los componentes contenidos en este plasma sanguineo es el
fibrindgeno, una proteina especialmente relevante en el proceso de coagulacién sanguinea por

ser precursora de la fibrina.

El inicio de la cascada de coagulaciéon ademas iniciar la formacion de fibrina, también da paso a

la activacidn plaquetaria y por tanto la exocitosis del secretoma plaquetario que se sumara al
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conjunto de proteinas con actividad biolégica ya presentes en el propio plasma (figura 5). Ambos
elementos juegan un papel clave en procesos fisiolégicos como la sefializacién celular o la

regeneracién y remodelacion tisular.

Las plaquetas circulantes en el torrente sanguineo tienen la capacidad de activarse ante una
agresion [110]. Cuando la matriz subendotelial subyacente queda expuesta, las plaquetas inician
su proceso de activacidn en contacto con componentes como el colageno, glicoproteinas y el
factor de Von Willebrand (vWF) [101, 111-113]. Una posterior agregacion plaquetaria inicial dara
lugar a la activacion de los denominados factores de coagulacién circulantes dando lugar a la
llamada "cascada de coagulacion", que a su vez dard lugar a entre otros procesos la produccion
de trombina. Esta trombina, junto con la actividad ién calcio- integrina allbB3 [114, 115],
convertird posteriormente el fibrindgeno en fibrina, dando estabilidad a este “tapén”
provisional [110, 116, 117]. Otro proceso muy relevante desencadenado por la agregacién
plaquetaria es la activacién de la fosfolipasa C, causando un aumento en la concentracion
citosélica de Ca?*, evento que promueve la secrecidon de los granulos plaquetarios [115, 118]

(figura 9).

1. In|o|a| 2. Amplificacion 3. Propagacion
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Protrombina
>
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Trombina
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Trombina Trombina + Ca?* + FLa Fibrinogeno —=Fibrina

Figura 9. Esquema de la cascada de coagulacién. Adaptado de [117].

Por ultimo, y una vez que se completa su funcién en la hemostasia, estos codgulos se deben
degradar dando paso a nuevo tejido reparado. Para ello, el endotelio vascular colindante
producird el activador que favorezca la conversion de plasmindgeno en plasmina (enzima

responsable de la fibrindlisis) [119]. Durante el proceso hemostatico una variedad de granulos
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citoplasmicos, contenido lisosémico, microparticulas y exosomas, seran liberados por las
plaquetas activadas. Este paso favorece la liberacién de diversas proteinas como GF, citoquinas,
proteinas de adhesion celular, y diversas moléculas de sefializacion, que desempefian un

importante papel en la regulacién de la reparacion tisular [120].

3.2. Evolucion del uso de la sangre en medicina

3.2.1. Lasangre como terapia. Antecedentes historicos

Los mecanismos de la sangre para regular diferentes funciones fisiolégicas son muchos y muy
complejos creciente interés como objeto de estudio a lo largo de las ultimas décadas. Los
muchos avances en las diferentes técnicas de caracterizacidon y analisis de sus componentes
celulares y moleculares, nos permiten profundizar cada vez mas en sus propiedades tanto
aisladas como combinadas. Pero si echamos la vista atras con el fin de desgranar los principales
hitos en lo que se refiere al uso de la sangre con fines médicos, encontraremos una
concatenacion de eventos que han desembocado en el punto en el que actualmente nos

encontramos.

Curiosamente, el uso de sangre como materia prima para el tratamiento de varias condiciones
médicas se remonta a varios miles de afos atras, como queda patente en el Papiro de Ebers que
data de 1534 a.C. Este papiro contiene capitulos sobre cémo tratar varias condiciones médicas
como cuestiones ginecoldgicas, enfermedades intestinales y pardsitos, problemas oculares y de
piel, odontologiay el tratamiento quirdrgico de abscesos y tumores, ajustes dseos o quemaduras
a través de 700 "formulaciones magicas". Existe por tanto desde hace miles de afios una
conviccidn en cuanto a la relevancia de la sangre en el correcto funcionamiento del organismo,
asi como una latente inquietud por profundizar en sus muchas propiedades sobre los procesos
fisiolégicos y cdmo esto puede derivar en un uso terapéutico. Por desgracia, pasarian varios afios
hasta la existencia de medios mas avanzados para profundizar en el estudio de la sangre y sus

componentes durante los cuales se han ido cumpliendo cronoldgicamente una serie de hitos.

En 1628 William Harvey describe un sistema circulatorio cerrado siendo el uso de la sangre

limitado a fines transfusionales. Ya en el siglo XXI, a principios de los afos 40, Charles Drew

descubrié que la serie roja (eritrocitos) podia separarse del plasma sanguineo para su
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almacenamiento y congelado de forma independiente. En la década de los 50 las transfusiones
son una practica habitual en tratamientos de leucemia al asociarse con una disminucién de
muertes por hemorragia. Es entonces cuando, debido a la trombocitopenia (recuento de
plaguetas por debajo de 150 000 en un microlitro de sangre) secundaria a la enfermedad [121],
y la incapacidad de los pacientes de producir plaguetas de forma enddgena, que se comenzo a
trasfundir ya no solo sangre total sino también plasma sanguineo, consiguiéndose una
disminucién de la mortalidad [122]. Nacieron entonces los denominados “concentrados
plaguetarios” con el fin de administrar un mayor nimero de plaquetas sin que esto supusiera
una sobrecarga del volumen total a transfundir. Fue en este periodo temporal entre los afios 60
y 70 donde se introdujo por primera vez el término PRP (plasma rico en plaquetas o platelet rich
plasma) definido como aquel plasma sanguineo con un contenido en plaguetas aumentado en
su concentracién comparado con la sangre periférica y obtenido a través de fuerzas de

centrifugacién de entre 175 y 1600 g en periodos que van de 3 a 14 min [123-125].

En este punto, la separacién de los diferentes cuerpos formes de la sangre suponia una realidad
gracias a los diferentes procesos de centrifugacidn, facilitando la identificacidon de la fraccién
leucocitaria y aportando un mayor grado de conocimiento sobre procesos como la coagulacion
o la liberacién del secretoma plaquetario [126]. Durante estas mismas décadas, el mayor grado
de conocimiento del proceso de coagulaciéon promovidé ademas la aparicién de los denominados
sellantes de fibrina basados en el proceso de polimerizacidn. Y aunque existen antecedentes
tempranos del uso de plasma como sellante en procedimientos como la anastomosis nerviosa,
la rdpida degradacién de la fibrina y la incapacidad técnica de conseguir una relacidn éptima

trombina/fibrindgeno, supuso un gran limitante para su uso en la practica quirurgica [127, 128].

3.2.2. Evolucidn de las terapias regenerativas derivadas de la sangre autéloga

Finalmente, y debido a un mayor grado de desarrollo de las técnicas de fraccionamiento y
concentracién de los diferentes componentes sanguineos, la década de los 70 se torné como
una etapa verdaderamente prolifica a la hora de profundizar en la caracterizacion de la sangre
y la expansion de sus usos clinicos. Principalmente nacieron dos vertientes precursoras del uso
de lo que hoy conocemos como terapias regenerativas basadas en el uso de derivados hematicos
autdlogos. Podriamos, por tanto, clasificarlos como una vertiente “regenerativa” que se
fundamenta en el uso del suero sanguineo y una vertiente “mecdnica”, que buscaria usar la

fibrina una como herramienta de soporte en los procesos quirurgicos.
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En la vertiente de eliminar la fibrina para usar exclusivamente el suero sanguineo con fines
regenerativos, los claros precursores se encontrarian en el ambito de la oftalmologia mediante
el uso del denominado suero autdélogo (SA). Este, fue reportado en la literatura por primera vez
por Ralph et al. En 1975 como parte de un experimento de la bomba de la perfusidn para el
tratamiento del EOS. Los beneficios de este SA fueron confirmados mdas tarde por Fox et al.
(1984) y Tsubota (1999) difundiendo su uso para otras enfermedades de la superficie ocular
como defectos corneales en un protocolo que ha permanecido practicamente invariable hasta

dia de hoy [28, 29].

En lo relativo al uso de la fibrina para la obtencion de un gel adhesivo, Autores como Kjaergard
o Tayapongsak reportaron a mediados de los afios 90 el uso de este adhesivo de fibrina para
protesis vasculares o reconstrucciones mandibulares [129, 130]. Es importante mencionar que
Tayapongsak et al., ademds de las propiedades adhesivas o hemostaticas, atribuyd ciertas
capacidades en la aceleracién del proceso de remodelacién tisular al proporcionar el sustrato
para la migracién de células mesenquimales, revascularizacién y la migracion de fibroblastos, asi
como la estimulacidn el crecimiento de fibroblastos y osteoblastos. Aun asi, siguieron existiendo
durante aflos una serie de factores limitantes como son el uso de trombina bovina y su
naturaleza heteréloga que fue prohibida en muchos paises debido a posibles efectos adversos
como la toxicidad, la transmisidon de enfermedades infecciosas o a la posibilidad de estimular la
generacidn de anticuerpos contra varios factores de coagulacién (factor V, factor Xl y trombina)

que podian derivar en coagulopatias potencialmente mortales [131-133].

Unos pocos afios mas tarde, convergen en el ambito de la cirugia maxilofacial inquietudes que
de alguna forma aunarian varias de las ventajas hasta el momento conocidas del uso terapéutico
de la sangre. Fruto de esta inquietud, se combinan las ya conocidas caracteristicas fisicas y
regenerativas de los productos sellantes derivados del plasma autdlogo con la posibilidad
técnica de aumentar de la concentracién de plaquetas ya reportados afios atrds por los
denominados PRPs alogénicos. De hecho, los efectos tréficos de ciertas proteinas presentes en
el plasma como el NGF ya habian sido estudiados afios atras [134, 135] y estudios posteriores
determinaron que varios de estos GF con diversas funciones se encontraban almacenados en las
plaquetas y liberados al medio [136, 137]. No es de extrafiar que tanto Anitua et al. como Marx
et al. publicaran, a finales de los afios 90, trabajos sobre el uso de estos derivados hematicoscon
el fin de promover la regeneracién del tejido dseo en el ambito de la cirugia oral y maxilofacial

[138, 139].

31



En el caso de Marx et al. se seguia manteniendo la misma nomenclatura de PRP que se habia
usado anteriormente en hematologia, pero con dos diferencias principales, su origen autdlogo,
y laformacién de fibrina. [138]. Aun asi, estas terapias seguian enfrentando una serie de desafios
como la necesidad de elevados volimenes de sangre (400-450 mL) o el uso de trombina bovina

para el proceso de activacion.

El término acufiado en el caso de Anitua et al. fue PRGF (del inglés: plasma rich in growth factors)
refiriéndose a una manera concreta de obtencidon de un plasma, que en este caso sera rico en
una serie de proteinas con actividad bioldgica presentes en el plasmay las plaquetas [139]. Este
producto ademas de ser de origen autdlogo, contener fibrindgeno o tener una concentracion
plaguetaria aumentada (figura 10), presentaba una serie de caracteristicas afiadidas como: 1-
Un proceso de activacién plaquetaria ex vivo basada en el uso de calcio 2- Necesidad de minimos

volimenes de sangre (20 mL) 3- Ausencia de leucocitos.

@ -
& -
Plaguetas Fibrinageno
P b o
< @ o
Monocito Neutrofilo Eosinofilo Basofilo Eritrocito

Figura 10. Separacién del plasma y algunos de los componentes celulares de la sangre mediante centrifugacion. En la parte superior
se sitlan elementos relevantes como las plaquetas y el fibrindgeno, mientras que mas abajo se sittan los eritrocitos y los leucocitos
(idealmente, y dependiendo del proceso de centrifugacion, en una interfase entre le plasmay la serie roja).

La aparicion de un método rapido y sencillo de obtencidn de este tipo de productos autélogos,
acompafiado de sus buenos resultados promovié que poco después el uso de estas terapias se
extendiera a la traumatologia y la medicina deportiva, siendo el mismo grupo de investigacion
el que por primera vez publicase en esta especialidad médica [140]. El uso del PRGF y otros PRPs

se extendié progresivamente en los siguientes afios al campo de la dermatologia con el fin de
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cerrar Ulceras crénicas [141, 142], a la dermatologia estética para tratamientos faciales [143,
144] o tricologia [145, 146]. Por ultimo, y a medida que se ha profundizado en las propiedades
y componentes de estas terapias, aparecieron aplicaciones emergentes como, la regeneracion

nerviosa, la medicina reproductiva o la oftalmologia [147, 148].

La visibilidad brindada al ampliarse las indicaciones de estas tecnologias sumado a tratar
lesiones en deportistas de primer nivel, no podia sino catalizar la aparicién de decenas o incluso
centenares de tipos de PRPs tanto comerciales como realizados en cada centro. La nomenclatura
de dichos productos fue asimismo aumentando de manera cadtica apareciendo términos como
concentrados de plaquetas (PC), factores de crecimiento autélogos (AGF), gel de plaquetas (PG),
matriz de fibrina rica en plaquetas (PRFM), Plasma Pobre en Plaquetas (PPP), Plasma Rico en
Plaguetas y Rico en Leucocitos (LR-PRP), Plasma Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos (LP-
PRP). Aun a dia de hoy, su clasificacidn y regulacion supone un reto de extraordinaria magnitud,
y pardmetros como los tipos de tubos de extraccidn sanguinea utilizados [149-153], el uso de
anticoagulante [154], el contenido leucocitario [155], la concentracién plaquetaria [156-159] o
el proceso de activacion [160, 161] ponen de manifiesto las evidentes limitaciones que esta gran
variabilidad implica en cuanto a la obtencién de resultados reproducibles. Es por eso que una
gran cantidad de autores coinciden en la necesidad de una clasificacion que promueva un uso

estandarizado adecuado a cada indicacién [155, 156, 161-172].

En conclusion, y a la luz de la dificultad que cualquier tipo de homogeneidad en la clasificacién
de los métodos de obtencidn de los PRPs, la manera aparentemente mas logica de correlacionar
los resultados clinicos y eliminar posibles sesgos, al menos de momento, es analizando de forma
aislada aquellas técnicas cuyo protocolo de obtencién se mantenga invariable y asegure por
tanto reproducibilidad de los resultados. Una de las tecnologias que goza de un mayor nivel de
estandarizacién, asi como de un elevado nimero de publicaciones en varias areas de la medicina

es la tecnologia PRGF.

4. ¢Qué es el PRGF? Caracteristicas generales

4.1. Protocolo de obtencion del PRGF

La preparacion del PRGF mediante la tecnologia Endoret® se inicia con la recoleccién de sangre

periférica en cantidades variables segin necesidades. Se utiliza para ello una palomilla de
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extraccién de 21G con adaptador a tubos de vacio de 9 mL, conteniendo estos 0,4 mL de citrato
sddico al 3.8% como anticoagulante. Una vez disponemos de la sangre, esta pasa por un proceso
centrifugacion a baja potencia (580 g) durante 8 minutos a temperatura ambiente buscando una
adecuada separacion de componentes formes. El proceso se realiza siendo los brazos del rotor
basculantes de tal manera que, durante la deceleracidon en la parte final del proceso de
centrifugado, los tubos recuperen paulatinamente la posicién vertical. El propédsito de estos
pardmetros concretos de centrifugacidn es multiple, por un lado, pretende evitar la hemdlisis a
la vez que se forma una franja leucocitaria o “buffy coat”, ya que la inclusion de estos elementos
haria menos predecibles los posteriores resultados clinicos debido a su papel sobre los procesos
inflamatorios. Por otro lado, se pretende preservar la integridad de las plaquetas, que se
dispondrdn en un gradiente de concentracién que ird en aumento desde la superficie hasta el
limite con la serie roja. Este gradiente plaquetario permite identificar el lugar de la fraccién
plasmatica donde la concentracion plaquetaria estd aumentada entre 2,5y 3 veces (2 mL sobre
la serie roja) llamada fraccion 2 o F2, asi como la llamada fraccién 1 o F1 que es la restante,
inmediatamente superior a la F2 y cuya concentracidn plaquetaria no estard aumentada, o bien
la suma de ambas o Vt (volumen total), que contendrd una concentracidon plaquetaria
aumentada entre 1,5 y 2 veces [173, 174]. Esta identificacidon de las diferentes fracciones nos

permite utilizar cualquiera de ellas a demanda, segun el propdsito y necesidades clinicas.

A este paso le sigue una activacion del plasma obtenido mediante la adicion de cloruro calcico
(CaCly) 50 uL/mL al 10%, que ha demostrado una liberacion controlada y predecible de los
diferentes GF [175] (figura 11). Y es precisamente en este paso, el proceso de activacién ex vivo
de las plaquetas y el fibrindgeno (algo no tipico de otros PRPs), lo que nos permitird obtener
diversas formulaciones en base a las diferentes fracciones plasmaticas y los diferentes tiempos
de activacién escogidos. Esta activacidon ofrece la posibilidad de aunar las propiedades
mecanicas que le confiere la formacion de la matriz de fibrina con las propiedades regenerativas

de las proteinas adheridas a ella.
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Figura 11. Esquema del proceso de obtencion y activacion del PRGF a partir del plasma obtenido por centrifugacion sanguinea.

4.2. Activacion del PRGF

El efecto de los iones Ca*? en la cascada de coagulacion fue descubierto a principios del siglo XX,
siendo la primera demostracién del papel esencial del calcio en el mecanismo de coagulacién de
la sangre [176, 177]. El Ca*?, también conocido como factor IV, puesto en contacto con el
fibrinégeno y las plaquetas genera una plétora de reacciones bioquimicas que terminan con la
formacién de una matriz tridimensional formada por hebras de fibrina y la liberacién de
proteinas y GF de las plaguetas. Es de suma relevancia para entender mejor las diferentes
formulaciones que se pueden obtener con PRGF, que estos procesos se producen
simultaneamente, o mejor dicho que son un solo proceso en si mismo [178]. Los dominios de
heparan sulfato presentes dentro de la matriz de fibrina actian como puntos de anclaje para los
GF que de otro modo seran degradados rapidamente por las proteasas activas en cada tejido.
Ademas de proteger las proteinas de sefializacion de la protedlisis, la matriz de fibrina también
funciona como un reservorio de las mismas, lo que permite una liberacion mantenida y
sostenida en el tiempo de las moléculas adheridas. Ademas, este andamio de fibrina se asemeja
a la matriz extracelular del tejido, conteniendo proteinas de adhesion celular como vitronectina,
calmodulina, TSP-1, zixina, cofilina -1, hemopexina, profilina — 1, o fibronectina, haciendo un
ambiente perfecto para que las células colonicen y crezcan [179]. Durante este proceso de
activacion, las plaquetas también liberan mRNAs en forma de microvesiculas [180] cuyo efecto
sobre la regeneracién de los tejidos todavia estd siendo investigado de forma intensiva ya que

parece ser un area prometedora de estudio en este campo [181].
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4.3. Formulaciones basicas

La nomenclatura de las formulaciones obtenidas tras la activacidn es: PRGF inyectable (iPRGF),
coagulo de PRGF (cPRGF), membrana de PRGF (mPRGF) y colirio (sobrenadante) de PRGF
(ePRGF).

Esta terminologia se fundamenta principalmente en el tiempo transcurrido en el proceso de
formacidn de la fibrina, ya que para su aplicaciéon puede ser conveniente que dicha fibrina se
forme en contacto con el tejido en el que fue aplicado o bien se forme previamente a su uso
para aprovechar sus propiedades biomecanicas [94, 182]. Muchos estudios apoyan el uso de la
formulacion de iPRGF en cirugia oral y maxilofacial, cicatrizacién de heridas, fotoenvejecimiento
de la piel, osteoartritis, o regeneracién nerviosa entre otros [143, 148, 183, 184]. Esta
formulacion fue una de las primeras en ser utilizada y es, esencialmente, el plasma utilizado
inmediatamente después de la adicién de CaCl,, y antes de que el fibrindgeno comience a
polimerizar en fibrina. Por este motivo, el producto todavia es liquido y puede inyectarse y
depositarse en el tejido requerido para que, después de un cierto periodo de tiempo (que oscila
entre 5y 20 min.), la matriz se forme dentro de o sobre dicho tejido. El uso del cPRGF y mPRGF
es un poco menos frecuente que el iPRGF. Generalmente se utiliza en cirugia oral y maxilofacial,
curacion de heridas, para promover el cierre de las incisiones quirldrgicas o para minimizar la
formacién de tejido cicatricial en medicina deportiva [184-186]. En este caso se activa el plasma,
pero en lugar de infiltrarse inmediatamente en el producto, se mantiene a 37°C, emulando las
condiciones fisioldgicas del proceso de coagulacion, pero fuera del organismo. De esta manera,
la polimerizacién del fibrindgeno en fibrina se logra paulatinamente al formarse primero un
coagulo de aspecto mucilaginoso en aproximadamente 6-8 min que estaria listo para su uso. Si
se permite, sin embargo, que la fibrina continle su proceso de retraccién o compactacién se
forme una fibrina mas sdlida en unos 15-20 min. Si se desea, este mPRGF se puede aplanar
presionandolo durante algunos segundos en un conformador o prensa, y dependiendo del
tiempo de presionado dara diferentes grosores para su uso como injerto. En lo que respecta al
contenido en GF, dependiendo de la fraccidn que se utilice (F1, F2 o Vt), se puede obtener un
producto con concentraciones ligeramente diferentes. Por otro lado, el sobrenadante resultante
de este proceso podra ser utilizado como medio de cultivo o para la elaboracién del colirio
(ePRGF) siendo esta la formulacién mas usada en oftalmologia y para la cual la fraccién Vt es la

principalmente utilizada (figura 12) [173, 187].
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Figura 12. Diagrama resumen de los pasos para la obtencién de PRGF y las diferentes formulaciones obtenidas

4.4. Efectos del PRGF en los tejidos a nivel celular y biomolecular

Los tejidos tienen en marcha continuamente mecanismos de reparacion para mantener la
funcién evitando sufrir daflos acumulativos que podrian comprometer la supervivencia del
organismo. Ante un dafo puntual, la sefalizacidn paracrina y la presencia de un sistema
circulatorio ayuda al sistema inmunoldgico a reclutar células y llevarlas a la zona dafiada [188].
Los principales componentes celulares de comunicaciéon son las proteinas-receptores de
membrana y los GF. Las plaquetas proporcionan una gran cantidad de esas moléculas de
sefializacion que, una vez unidas a su receptor de membrana especifico, generan cascadas

moleculares que conducen a la transcripcién genética y la sintesis de maquinaria celular con el

37



fin de ejercer una funcidn especifica. PRGF, en sus diferentes formulaciones, contiene un gran
numero de estas moléculas y GF por lo que aumenta el nimero de sefales moleculares y de esta
manera permite acelerar los mecanismos de reparacion. De igual manera, mediante el protocolo
de obtencién de PRGF se genera una red de fibrina, lo que, en términos evolutivos, actuaria
como una mejora en la capacidad para mantener la hemostasia del organismo. Muchos estudios
in vitro y preclinicos con PRGF han permitido determinar cudles son las vias bioquimicas
desencadenadas por esta terapia biolégica [94, 159, 174, 175, 178, 185, 188-199]. Ademas,
existen una serie de efectos clave ligados al uso clinico del PRGF que tienen una explicacion
bioquimica y pueden ayudar a entender los mecanismos por los cuales PRGF lleva a cabo su

funcién.

4.4.1. Efecto sobre la proliferacidon y migraciéon celular

Después de que un tejido se ha visto afectado por un dafio fisico, quimico o patolégico, muchas
células, junto con la matriz extracelular (ECM o extra cellular matrix) son destruidas y necesitan
por tanto ser reemplazadas por nuevas células y proteinas que serdn principalmente
provenientes de las areas inmediatamente periféricas al tejido dafiado. Por lo general, pero no
exclusivamente, las células a cargo de iniciar este primer paso en el proceso de reparacién son
los fibroblastos. Desde el primer momento en que se produce un dafio en un tejido, los
fibroblastos circundantes y subyacentes comienzan a detectar patrones moleculares asociados
al dafio (DAMPs) que se unen a sus "receptores tipo Toll" o TLRs [200] y que desencadenan
cascadas moleculares para sintetizar proteinas ECM y el movimiento hacia el sitio de lesiones.
Este movimiento es un evento complejo ya que implica la sintesis previa y degradacion posterior
de fibras del citoesqueleto como la actina que actuardn a modo de soporte. Estos
microfilamentos estan polarizados, hecho clave para el conjunto de procesos relacionados con

la migracion celular [201].

Ademas de este soporte, los fibroblastos también necesitan de una direccién hacia la que
avanzar, dicho de otra manera, un estimulo que guie dicho movimiento. Son una serie de sefales
guimicas las que guian las células hacia el destino deseado en un proceso conocido como
guimiotaxis, y esas sefiales quimicas son normalmente proteinas, siendo los GF secretados por
las plaguetas los mas relevantes [202]. Estos GF especificos también se denominan quimiocinas

o factores quimicos y pueden ademas ser proinflamatorias u homeostaticas generando o bien
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INTRODUCCION

el movimiento de células del sistema inmune o el de diversas células involucradas en el
desarrollo de tejidos respectivamente [203]. Este hecho se dara siempre que exista un
determinado gradiente de concentracidn, por lo que el movimiento serd en direccion a la mayor

concentracion de quimiocinas [204].

Se podria concluir que la migracidn es el primer paso para iniciar el proceso de remodelacién
tisular. Y una vez estas células acuden a la zona dafiada, necesitan un ambiente propicio en el
que proliferar y secretar una serie de proteinas estructurales con el fin de reconstruir el tejido.
La estimulacion de esta mitosis celular es primordial para alcanzar un nimero minimo de células
efectivas. PRGF ha demostrado la estimulacién dosis dependiente de la migracién celular y la
proliferacién en diversos estudios y en diferentes fenotipos celulares, desde células gingivales
[205], peridsticas [206], pasando por oculares (figura 13) [187], del aparato locomotor [159],
nerviosas [207], o endometriales [208] entre otras. Incluso se ha demostrado su efecto
estimulador de la proliferacion y modulador de la diferenciacién cuando forma parte del medio
de cultivo de diversos tipos de células madre, como LESCs,[209-211] o las derivadas de tejido

adiposo (ASCs) [212-214] o de pulpa dental (DPSCs) [215].
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Figura 13. Aumento de la proliferacidn celular en cultivos celulares. A. Cultivo control de cel. epiteliales corneales B. Cultivo de cel.
Epit. Corn. + PRGF (imagenes y graficas adaptadas de [216]) C. Cultivo control de queratocitos D. Cultivo de Queratocitos + PRGF.
Imagenes y graficas adaptadas de [173].
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4.4.2. Efecto modulador de la angiogénesis

Aunque con algunas excepciones, otra fase importante de este proceso de reparacidn de tejidos
es la generacién de nuevos vasos sanguineos para que los nutrientes y el oxigeno puedan ser
transportados hacia las células involucradas en el proceso de reconstruccion del tejido. Muchos
factores de crecimiento estan implicados en la vasculogénesis, pero existe un amplio consenso
en que el factor de crecimiento VEGF es el mas relevante. Esta proteina forma parte una familia
de GF cuya principal funcién descrita es la regulacién de la angiogénesis junto con otros como
el factor de crecimiento fibroblasto basico (b-FGF), con funcién también pro-angiogénica o la
trombospondina -1, el factor plaquetario 4 (PF4) o las endostatinas que, por el contrario,
desempenan una funcién anti-angiogénica. [217] Adema3s, es sabido que la aplicacién de otros
factores de crecimiento como el TGF-B 1 o el PDGF podria inducir la sintesis adicional de VEGF.
La angiogénesis es por tanto un mecanismo fisiolégico que debe estar perfectamente regulado
de tal forma que el tejido formado pueda recibir tantos nutrientes y oxigeno como sea posible
para poder hacer frente a sus altas necesidades metabdlicas, pero sin que este proceso derive
en un mayor riesgo de desarrollo de neoplasias [218]. Debido a eso, el balance entre la
sefalizacion producida por los GF pro-angiogénicos y el efecto anti-angiogénico de sus
antagonistas debe de ofrecer un éptimo perfil de seguridad, y la proporcidon que cualquier
tratamiento ofrezca de estos factores en condiciones locales podria determinar su eficacia. El
PRGF ha demostrado tanto su capacidad moduladora de la angiogénesis [99, 219]. De hecho, en
un estudio llevado a cabo en 2015 donde se caracterizd el PRGF [220], se evaluaron tanto sus
capacidades proliferativas como anti-apoptéticas in vitro en células HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) como en células musculares hSkMb. Las conclusiones de este trabajo
sugieren que la angiogénesis inducida por el PRGF es eficaz tanto para proporcionar el
crecimiento vascular temprano como para mantener la integridad a largo plazo de estos nuevos

Vvasos.

4.4.3. Efecto analgésico

El dolor por su parte, es uno de los primeros indicadores de alerta ante un dafio ocasionado.
Este mecanismo de defensa fruto de la evolucidn representa una sefial de advertencia que
informa al cerebro que algo esta fuera de sintonia en el organismo. En la sangre, y por tanto

también en los tratamientos hemoderivados, se ha reportado la presencia de diferentes
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cantidades de endocannabinoides [221]. Estos neuromoduladores tienen, entre otras funciones,
la capacidad de disminuir la sensacién de dolor [222]. Los dos endocannabinoides mas
investigados son los derivados del acido aracddnico, N-aracidonoylethanolamine (AEA) y 2-
arachidonoylglycerol (2-AG). Estos endocannabinoides actlian como neurotransmisores
retrégrados al unirse a los receptores CB (CB1R o CB2R) presentes en las neuronas presinapticas
(figura 14). Por su parte, se ha reportado la existencia de diferentes endocannabinoides como
anandamida, 2-aracidonoylglicerol, palmitoyletanolamida, o la oleoyletanolamida en los
denominados plasmas ricos en plaquetas. La presencia de estos endocannabinoides y su

capacidad analgésica, podria explicar la importante reduccion del dolor observada en muchos

de los estudios donde se utiliza PRGF en diversas dreas médicas [94, 221].
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Figura 14. Diagrama de papel de los endocanabinoides sobre la sinapsis nerviosa. Como respuesta a un estimulo,

la neurona postsinaptica sintetiza y libera los endocannabinoides en la hendidura sindptica que estimulan los
receptores cannabinoides sobre la neurona presinaptica, inhibiendo la liberacidon de neurotransmisores. Adapatado de
https://fr.wikibooks.org/wiki/Neurosciences/Le_m%C3%A9tabolisme_des_neurotransmetteurs. User:Kenneth.jh.han.
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Por otra parte, la relacidon entre la presencia de citoquinas proinflamatorias y el dolor esta
ampliamente estudiada, por lo que la presencia de leucocitos en terapias derivadas de la sangre
podria tener efectos contraproducentes en su aplicacion clinica. Hay pruebas significativas que
muestran que ciertas citoquinas estan implicadas no sélo en la iniciacién sino también en la
persistencia del dolor patolégico mediante la activacidn directa de neuronas sensoriales
nociceptivas. Es por este motivo el uso de farmacos antagonistas de diversas interleucinas
proinflamatorias como la IL-1p3, IL-6 o TNF-a se han mostrado utiles en el manejo del dolor [223-
225]. La ausencia de leucocitos en las diversas formulaciones de PRGF podria implicar una menor
cantidad de citoquinas proinflamatorias que podrian implicar un dificil manejo de tanto el dolor

como de la inflamacién [190, 199].

4.4.4. Efecto bacteriostatico

El riesgo de infeccion también se ve aumentado en el caso de que se produzca un dafio, debido
a la modificacién temporal de las barreras fisicas y quimicas del tejido. Es por eso que una de las
principales preocupaciones a la hora de realizar cualquier tratamiento es el riesgo de infeccidén
durante su aplicacién o su almacenaje. Bien es sabido que existe un gran niumero de bacterias
presentes en diferentes tejidos y que forman parte de la denominada microbiota normal.
Cuando el equilibrio entre las barreras de proteccion y el sistema inmunitario se altera, pueden
producirse infecciones y este equilibrio también puede verse alterado por la realizacién de

cualquier tipo de tratamiento.

Cuando se utiliza un hemoderivado, donde su produccién depende del factor humano, es
importante demostrar su seguridad en lo referente a la contaminacién bacteriana.
Afortunadamente, la caracterizacién del PRGF muestra la presencia de moléculas con actividad
antibacteriana [226] lo cual respalda el hecho de que las plaguetas humanas podrian ser una
fuente de péptidos antimicrobianos como RANTES, péptidos activadores del tejido conectivo lll,
factor plaquetario-4, proteina basica plaquetaria, timosina b-4 y fibrinopéptidos A y B. Ademas,
publicaciones previas apoyan estos resultados y afianzando el papel de las plaquetas como
transportadoras de estos péptidos antibacterianos [227, 228]. En un estudio llevado a cabo por
Anitua et al. En 2012, PRGF se ensayo frente a varias cepas de Staphylococcus. Tanto en las cepas
sensibles como en las resistentes a metilcilina de S. aureus y S. epidirmidis el PRGF mostrd una

intensa actividad antibacteriana después de 4 horas tras su aplicacion. En general, y aunque las
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caracteristicas de este producto van dirigidas a la profilaxis durante su uso y no al tratamiento
de infecciones, estos datos sugieren que el uso de PRGF es seguro reduciendo la posibilidad de

desarrollar infecciones durante su aplicacién [226].

4.4.5. Efecto antiinflamatorio

Otro mecanismo necesario de manera complementaria a los previamente descritos es la
inflamacidn. Esta respuesta inmune fue desarrollada evolutivamente para detectar, aislar y
eliminar a los agentes que producen el dafio y establecer un ambiente dptimo antes de la
reparacion de tejidos. La acumulacién de sangre que promueve calor y rubor en la zona afectada,
asi como de células inmunes y liquido plasmdatico provocan un aumento de tamafio que a su vez
aumentara la presién sobre las terminaciones nerviosas dando paso a la aparicién de dolor
localizado. Hay dos tipos de procesos inflamatorios; inflamacién aguda e inflamacion crénica,
ambas tienen efectos similares a corto plazo, pero la principal diferencia es que la inflamacién
crénica persiste en el tiempo haciendo mas dificil para los organismos reparar el tejido afectado
y aumentando el riesgo de desencadenar otras patologias localizadas y/o sistémicas en

ocasiones tan importantes como afecciones cardiovasculares o cancer.

El descubrimiento de mediadores inflamatorios celulares y moleculares y el desarrollo de
biomarcadores sensibles han avanzado rapidamente nuestra comprension de la inflamacion y
su papel en la patologia [229]. Estos biomarcadores incluyen especies reactivas del oxigeno y
especies reactivas de o6xido de nitrogeno (ROS y RNOS), citoquinas como IL-6 y TNF-alfa,
quimiocinas, el complejo mayor de histocompatibilidad, la proteina C reactiva (PCR),
prostaglandinas, metabolitos relacionados con la ciclooxigenasa (COX), GF relacionados con la

inflamacidn o factores de transcripcidn como el NF-kappaP.

A nivel macroscépico, la inflamacidon aguda tiene un inicio rapido de minutos u horas,
generalmente se resuelve en unos pocos dias, tiene signos y sintomas cldsicos. El eritema y el
edema tipicos en la inflamacién aguda resulta del flujo de sangre creciente al drea afectada
debido a la vasodilatacién. Al mismo tiempo se lleva a cabo la activacién de las células
endoteliales, asi como la extravasacion de leucocitos (principalmente neutrdfilos) y liquido al
espacio intersticial, todo ello produciendo un aumento de calor y dolor [230]. La inflamacidn

cronica, sin embargo, tiene un inicio lento de dias, una larga duracion de afos, signos y sintomas
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cldsicos menos prominentes, e infiltrado celular compuesto principalmente de monocitos/

macroéfagos y linfocitos.

Los efectos fisiolégicos beneficiosos de un proceso inflamatorio son bastante obvios ya que
todas las rutas biomoleculares implicadas mantienen los patégenos bajo control, eliminan los
desechos y establecen un ambiente éptimo para la reparacién de tejidos. Por el contrario, hay
un dafo inherente a las estructuras circundantes del tejido afectado, incluso si esas estructuras
no han sufrido dano alguno. Tiene que haber un equilibrio perfecto entre moléculas pro y

antiinflamatorias para asegurar que el daino a estructuras no afectadas es limitado [231].

Las células responsables de liberar todas estas moléculas pro y antiinflamatorias son diversas.
Fibroblastos y células endoteliales liberan una variedad de moléculas pro y antiinflamatorias,
pero neutroéfilos, mastocitos y macréfagos son las células cuyos efectos sobre la inflamacién de
un tejido son mds relevantes [232]. La presencia prolongada o el aumento de las
concentraciones de estos leucocitos en un tejido que ya esta inflamado, puede implicar que la
inflamacidn se prolongue en el tiempo o incluso se cronifique [190]. Ademas, la resolucidn
ordenada de la inflamacién es un punto clave para iniciar un adecuado proceso de reparacion

tisular [233], que no se puede hacer del todo efectiva si los neutrdfilos permanecen en el tejido.

Los macréfagos por su parte desempefian un papel clave tanto en el reconocimiento y
eliminacion de patégenos como en el mantenimiento de la homeostasis tisular. Estos proceden
de monocitos circulantes que, una vez que llegan a los tejidos, maduran y completan su
diferenciacion a macréfagos. Estos macréfagos presentan una alta heterogeneidad y
dependiendo del microambiente que les rodee, pueden adoptar distintos estados de activacion,
que difieren en la expresion de receptores, funciones y produccién de citoquinas y quimiocinas,
lo que les permite adaptarse al medio adecuadamente (figura 15). A modo de simplificacion,
podemos distinguir dos tipos de macrdéfagos principalmente, identificados como M1 o
macroéfagos clasicos y M2 o macréfagos alternativos [234, 235]. Los macréfagos M1 se originan
durante el primer periodo de la respuesta inflamatoria tras la estimulacidn con IFN-y, TNF-a o
componentes microbianos como el lipopolisacarido (LPS). Este fenotipo esta caracterizado por
la produccion de citoquinas y mediadores proinflamatorios que le confiere una alta actividad
antiviral, antibacteriana y supresora de tumores [234, 235]. Por el contrario, los macréfagos M2
se activaran en un segundo lugar en ambientes ricos en mediadores antinflamatorios (por
ejemplo, IL-10, IL-4, IL-13), dando paso a la remodelacidén de la matriz extracelular e iniciando el

proceso de reparacion, y suprimiendo la respuesta inmune [236, 237].
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INTRODUCCION

Esta bastante claro por tanto que, aunque el proceso inflamatorio generalmente es necesario
para una reparacion adecuada del tejido, la resolucidn de la inflamacidn requiere la paulatina
desaparicién en el tejido a reparar de una gran parte de los diferentes leucocitos tras un primer
estadio proinflamatorio, por lo que sélo se mantendrian algunos macréfagos como los M2 con
el fin de progresar en la regeneracion de tejidos y aportar propiedades antiinflamatorias [238].
El principal riesgo si no se alcanza la adecuada resolucién de la inflamacidn, seria la cronificacion
del proceso inflamatorio, lo cual retrasaria la reestructuracion del tejido. Es por ello que, dentro
de las posibles formulaciones de las diversas terapias regenerativas (y muy especialmente las
basadas en derivados hematicos), el contenido en leucocitos deberia de ser un aspecto muy a

tener en cuenta de cara a optimizar y estandarizar dichos procesos.

Onset 24h Resolution 72h

----- Regulation O Monocyte e Efferocyte
Migration O Pro-inflammatory macrophage ﬁ Apoptotic neutrophil

@ Neutrophil Endothelial cell 0 Resolution-phase macrophage

Figura 15. Descripcidn general de los procesos celulares durante las primeras fases de la inflamacién. A la izquierda, deteccién del
dafio y liberacion de sefiales para la migracion de neutrdéfilos y monocitos. A la derecha, resolucién iniciada cuando los neutrdfilos
se vuelven apoptéticos, cambiando el fenotipo de macréfagos hacia un macréfago en fase de resolucidn, retornando a la
homeostasis tisular. Adaptado de [233]

En el caso del PRGF, los andlisis protedmicos y de citoquinas confirman que existe un equilibrio

O6ptimo entre las citoquinas y proteinas pro y antiinflamatorias [159, 174, 190]. Esta cantidad

45



proporcional de ambos tipos de biomoléculas favorece la homeostasis del proceso de reparacion
y evita la generacién de un entorno inflamatorio crénico [239]. Ademds, la ausencia de
leucocitos, principalmente de neutréfilos en el PRGF, facilitaria la resolucidn de la inflamacion
evitando una exacerbada respuesta proinflamatoria relacionada con la puesta en contacto de
una mayor concentracion de leucocitos en un tejido dafiado. También se ha demostrado
recientemente que el factor de crecimiento HGF presente en el PRGF induce un efecto
antiinflamatorio por una inhibicién del factor nuclear NF-kB, que es un complejo proteico que
controla la transcripcién del ADN como primera respuesta a estimulos celulares nocivos, por lo

gue juega un papel clave en la respuesta inmune [240, 241].

4.4.6. Efecto anti-fibrotico

La fibrogénesis o fibrosis es un mecanismo de defensa que aparece en la parte final del proceso
regenerativo y es clave en la supervivencia de la gran mayoria de los organismos pluricelulares.
La coagulacién y hemostasia después de lesiones y heridas resultan claves a la hora de evitar la
pérdida de fluidos vitales y sus riesgos asociados [188]. Se han descrito dos vias principales para
la coagulacion; las vias extrinsecas e intrinsecas. La via extrinseca es mas rapida y se
desencadena por el traumatismo asociado al tejido, mientras que la via intrinseca es mas lenta
pero mas importante y es provocada por plaquetas, células endoteliales y/o coldgeno. Ambas
vias se encuentran en el punto donde una proteina, la protrombina, se escinde para generar
trombina, que es la enzima responsable de la polimerizacion del fibrindgeno formando hebras
de fibrina. La formacién de un codgulo en un tejido dafiado implica la interrupcién del flujo
sanguineo y también detiene la difusién de patdgenos en todo el organismo. Sin embargo, esta
formacién de coagulos genera al mismo tiempo un andamio para que los fibroblastos u otras
células colonicen ese espacio mediante el proceso de migracién celular y que dard inicio al

proceso de formacién de un nuevo tejido.

La membrana de fibrina es, en esencia, una estructura transitoria que se reabsorbera por
completo gracias a la accién de las enzimas fibrinoliticas. A pesar de todo, en este proceso se
puede llegar a generar un tejido fibroso conocido coloquialmente como cicatriz, compuesto
principalmente de colageno tipo Ill y que en cierta manera consiste en el fracaso de la
remodelacidn de una estructura y funcionalidad normal del tejido. El ratio entre colageno tipo |
y lll es una medida de cuan fibrosa es una herida o un tejido reparado, por lo que cuanto mayor

sea la cantidad de coldgeno tipo lll, mas fibroso se vuelve el tejido [242]. El colageno tipo |y llI
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estan en estrecha relacién con la presencia de leucocitos y miofibroblastos en el tejido durante
el proceso de curacién y, posteriormente, vinculados a los tejidos expuestos en exceso a
condiciones inflamatorias [243]. Durante la fase inflamatoria de la cicatrizacién de tejidos,
muchos GF y citoquinas son liberados por plaquetas, miofibroblastos y leucocitos. Se ha descrito
que TGF-B 1 es un factor involucrado en la formacién de tejido fibrético. [244] Este factor de
crecimiento es secretado por las plaguetas, pero sobre todo por los macréfagos M2 polarizados
y se sabe que la presencia de esta isoforma de TGF-B es necesaria para mantener el fenotipo
miofibrobldstico. [245] Una caracteristica del miofibroblasto es la neoexpresién de la alfa actina
del musculo liso (a-SMA) (figura 16), la base molecular de la formacién de las ya mencionadas

cicatrices dada su alta actividad contractil [246, 247].

Células derivadas de
meédula ésea

TGF-p
Oy — —
w - I/' -
Vo a Diferenciacién a

S Miofibroblasto
._—bi_.___,_-—_
Cierre del defecto FIBROSIS - -
—— - - - V'
® : ‘\ J /"_L/
-~ v
Apoptosis Acumulacion de ECM excesiva aberrante

Figura 16. Diagrama del proceso de fibrosis. Al producirse una lesion se produce una mayor exposicién de citoquinas y factores de
crecimiento, incluidos TGF-B y PDGF. EI TGF-B induce a que los queratocitos que permanecen quiescentes y/o las células derivadas
de la médula dsea se diferencien a miofibroblastos para facilitar el proceso de reparacion. Tras la regeneracion, los miofibroblastos
deberian de desaparecen por apoptosis, sin embargo, en condiciones patoldgicas, los miofibroblastos persisten y secretan
cantidades excesivas de proteinas aberrantes de la matriz extracelular (fibrosis) que promueven la formacién de una cicatriz.
Adaptado de [248]

Las diferentes formulaciones de PRGF ofrecen la posibilidad de usar la fibrina o no dependiendo
de las necesidades clinicas. Ademas, ninguna formulacion de PRGF contiene leucocitos en
concentraciones significativas que podrian aumentar la posibilidad de generar cicatrices vy, al
mismo tiempo, disminuir la funcionalidad del tejido reparado. En contraposicién, el PRGF
contienen una gran cantidad de GF entre los cuales el TGF-3 también estd presente [249]. Esto
podria llevar a pensar que el PRGF acarrea intrinsecamente un riesgo de generar tejidos fibrosos
tras su aplicacidn, sin embargo, un estudio realizado sobre fibroblastos conjuntivales y

queratinocitos primarios sugirio que el PRGF posee un efecto inhibidor de la actividad
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diferenciadora del TGF-B 1 (figura 17) [173]. Esta inhibicién parece estar relacionada con la
presencia de FGF-1y -2, dos proteinas presentes en las formulaciones de PRGF, que promueven
el mantenimiento del fenotipo fibroblastico e inhiben la miodiferenciacién que da paso al

fenotipo de miofibroblastico [250].

Figura 17. Inhibicidn de la miodiferenciacién en cultivos de fibroblastos a los que se les afiade TGF-B 1. Se identifican filamentos de
a-actina (verde) en el cultivo control, lo cual indica presencia de miofibroblastos. También se aprecian ntcleos celulares (azul) que
demuestran una mayor proliferacién celular. Adaptado de [173]

5. PRGF en oftalmologia

Una de las peculiaridades del uso del PRGF en oftalmologia es que, por primera vez, este
tratamiento no se circunscribiria exclusivamente a la aplicacion por parte del facultativo, sino
que podra ser aplicado por el propio paciente. Esta innovacién denominada ePRGF, se afade
por tanto a las previamente utilizadas en el resto de especialidades médicas con la finalidad de
obtener un colirio que permita al paciente un uso tépico de la tecnologia PRGF [99]. Y
precisamente al no tratarse de un producto de aplicacion en clinica, es de especial relevancia
mantener un elevado perfil de seguridad, que limite la contaminacidn durante su producciény
posterior almacenamiento sin que esto comprometa en ningln caso aspectos tan relevantes

como el proceso de coagulacion o la viabilidad de las plaquetas [251].

En lo relativo a su forma de obtencidn, y en la linea de otras formulaciones mencionadas
anteriormente, después de la activacién plasmatica, el fibrindgeno polimeriza en fibrina,
proceso simultaneo a la liberacidn de GF al medio. En el caso de la obtencién de la formulacion
ePRGF, se permite que dicha polimerizacidon suceda ex vivo y durante un mayor periodo de
tiempo (cerca de 40 o 45 min a 37°C), de tal manera que la matriz de fibrina generada se
compacte por completo eliminando cualquier resto de fibrindgeno libre y dejando un

sobrenadante rico en GF. Este liquido resultante se filtrard posteriormente para garantizar la

48



eliminacion completa de cualquier rastro de fibrinégeno y/o fibrina, asi como de cualquier otro

elemento que promueva la contaminacién durante su almacenaje y uso (figura 18).

i -
Figura 18. Esquema del proceso de obtencién del ePRGF. Extraccion sanguinea en tubos de 9ml con anticoagulante, centrifugacion,
fraccionamiento, activacién, mantenimiento a 37°C, dispensacion, rotulacién de la cdpsula porta-dispensadores, unidad de

N

dispensacion de colirio.

De esta manera, las moléculas activas fundamentales, que son consideradas en este caso como
los agentes terapéuticos de la tecnologia, mantendran sus propiedades fisico-quimicas y
bioldgicas durante largos periodos de tiempo. Dichos agentes terapéuticos entre los que se
encuentran los GF permiten el inicio de los procesos bioldgicos implicados en la regeneracion
una vez puestos en contacto en este caso con los tejidos oculares. Algunos de los principales GF
que han demostrado tener un efecto sobre la regeneracion de los tejidos de la superficie ocular

se encuentran resumidos en la siguiente tabla (tabla 2):
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Funcién biolégica

IGF -1 |Favorece la proliferacion y migracion de células epiteliales y queratocitos

VEGF |Induce la proliferacién y migracion de células endoteliales (efecto angiogénico).

Favorece la proliferacion de la mayoria de las células implicadas en la reparacion
tisular.

Promueve la sintesis y contraccion de la matriz extracelular.
FGF

Favorece la migracion de los queratocitos y cel. endoteliales

Disminuye la expresion de TGF-b

Favorece la proliferacion y migracion de células epiteliales y fibroblastos.

EGF Promueve la sintesis de fibronectina.

Disminuye efecto de los marcadores de la diferenciacion

Favorece la proliferacion y migracion de células epiteliales.

Inhibe la diferenciacion terminal de células epiteliales.

Favorece la migracion y proliferacion de fibroblastos y células inflamatorias, asi como

Al la produccién de fibronectina.

Favorece la migracion de células epiteliales en presencia de fibronectina.

Induce la migracion de células endoteliales corneales.

Favorece la proliferacion y diferenciacion de células epiteliales.

NGF Promueve la expresién de TGF-b

Favorece la angiogénesis

HGF Favorece la proliferacion y migracion de células epiteliales y queratocitos

KGF Favorece la proliferacion de celulas limbares

Favorece la proliferacion y migracion y diferenciacion de queratocitos.

TGF-b |Regula la prolifercion de PDGF

Favorece la sintesis de matriz extra celular

Tabla 2. Algunos de los principales GF que han demostrado tener un efecto sobre la regeneracion de los tejidos de la superficie
ocular. Adaptado de [151, 252, 253].

El ePRGF se entregara al paciente en un formado de gradilla precintada que contiene 32
dispensadores los cuales, al igual que sucede con el protocolo de obtencién, cumple las normas
descritas en la Farmacopea Europea, haciendo de esta una formulacién reproducible y segura

(figura 19) [254]. Y aunque el uso de conservantes en los colirios convencionales es una practica
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habitual debido a la posibilidad de contaminacién en contacto con el ambiente durante las
instilaciones, en el caso del ePRGF se evita la incorporacién de dichos agentes tanto por
mantener su cardcter autélogo, como debido a la posible toxicidad que, segun la literatura

existente, éstos podrian tener sobre la superficie ocular [255].

Por este motivo, uno de los aspectos mas relevantes a la hora de desarrollar cualquier
tratamiento que implique una dispensacion domiciliaria es asegurar la estabilidad y ausencia de
contaminacién durante toda la pauta de tratamiento. En lo que respecta a la seguridad, el hecho
de que un derivado hemadtico deba ser almacenado por el paciente, genera una cierta
preocupacién sobre la posible contaminacidn relacionada con un uso a largo plazo del producto
y de los propios dispensadores [256, 257]. A su ya demostrada actividad bacteriostatica de 4
horas durante su aplicacion clinica (o en este caso durante el protocolo de obtencidn) [226],
estudios posteriores demuestran la ausencia de contaminacién durante el almacenamiento y
uso del ePRGF en diferentes periodos de tiempo manteniendo a su vez la integridad de los
principales GF, de tal forma que conserven intacto su potencial terapéutico [191, 195]. Es por
ello que actualmente ePRGF (figura 19) puede ser congelado hasta 12 meses y usado hasta 7
dias para su uso incluso a temperatura ambiente, y ademas realizarse un ciclo de
congelacion/descongelacidn/recongelacion para situaciones excepcionales como viajes [254,

258].

ophthalmoLO!EV

Figura 19. Imagen de la gradilla que contiene 32 dispensadores de colirio, asi como de la cdpsula porta-dispensadores para su uso
diario.

En lo que respecta a la actividad bioldgica del ePRGF, Anitua et al. publicaron varios estudios in
vitro e in vivo sobre las propiedades del PRGF util para el manejo de defectos de la superficie
ocular. Uno de los hallazgos mas relevantes para el manejo de defectos oculares en el afio 2011,

fue la capacidad del PRGF para evitar la fibrosis. Por lo tanto, esta propiedad se agrego a las
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propiedades de proliferacidon y migracién celular previamente conocidas del PRGF. La inhibicion
de la diferenciaciéon de miofibrosblastos inducida por TGF-B 1 fue uno de los resultados clave de
este trabajo in vitro en queratocitos y fibroblastos conjuntivales [173]. Posteriormente, en un
estudio de modelos animales realizado en 2013 se observo que el ePRGF estimula la cicatrizacion

de heridas en la cdrnea y reduce la formacidn de haze corneal después de la cirugia PRK [216].

Con el fin de evaluar estos hallazgos en comparacidn con otros derivados de la sangre como el
SA, se llevaron a cabo varios otros estudios en los afios siguientes. Freire et al. informaron en
2012 que el ePRGF mejora la proliferacién de células epiteliales corneales (HCE) en comparacion
con SAy PRP. Este trabajo atribuye esta diferencia al hecho de que la degranulacién plaquetaria
puede desempefiar un papel critico en el enriquecimiento de la formulacion de ePRGF en GF y
otras proteinas activas. También se observo que la expresién de ciertos genes implicados en la
comunicacion y diferenciacion celular estaba regulada al alza por el ePRGF y que, en
comparacién con el SA, el ePRGF mejoraba la actividad biolégica de la HCE [259]. Dos afios mas
tarde, se publicé un estudio comparativo in vitro e in vivo similar que comparaba las capacidades
de estos tres derivados sanguineos en la cicatrizacion de heridas corneales [260]. Los resultados
indicaron que los tres derivados sanguineos se comportaron de manera diferente, siendo el
ePRGF quien produjo la mayor disminucidn in vivo en el tamafio de la herida. En consecuencia,
también se destacd el hecho de que el proceso de fabricacidn de los derivados sanguineos puede

modular la eficacia del producto final.

Ademas, y siguiendo hallazgos previos, Anitua et al. (2015) compararon ePRGF y AS no solo en
sus capacidades regenerativas, sino también en sus propiedades inhibidoras de la fibrosis. [187]
Los resultados obtenidos indican que el ePRGF ejerce mejores resultados bioldgicos al minimizar

la formacidn de cicatrices en comparacion con el SA.

5.1. Principales usos de PRGF en oftalmologia

La gran popularidad de los derivados hematicos en otras areas de la medicina ha promovido que
el creciente interés en el estudio de sus usos en oftalmologia no sea una excepcién. Ademas, la
composicion del suero sanguineo es muy similar a la de la lagrima en términos de osmolaridad
y pH, asi como de la mayoria de las proteinas relacionadas con la regeneracion. Tanto el suero

sanguineo como la lagrima tienen concentraciones similares en agentes como EGF, vitamina A,
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TGF-B, fibronectina, SP, IGF-1 o NGF, lo cual hace de la sangre una materia prima que goza, a

priori, de unas condiciones favorables para su uso en forma de colirio [62, 196, 261].

Aunque existen precedentes con el uso de sangre de otras especies animales diferentes
(heterdlogos) como los adhesivos de fibrina (donde se utiliza trombina bovina) o el suero fetal
bovino, los dos grupos principales de tratamientos regenerativos basados en el uso de la sangre
humana atendiendo a su origen serian los tratamientos alogénicos (sangre de otro individuo) o

autdlogos (sangre del propio individuo).

En una revisién bibliografica llevada a cabo por Giannaccare, G., et al. se estima que hasta el aiio
2017 se han llevado a cabo 95 estudios clinicos sobre el uso de estas tecnologias basadas en el
uso de la sangre para desordenes de la superficie ocular en 47 centros de 22 paises diferentes

siendo Espafa uno de los mas prolificos [262].
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Figura 20. Mapa por pais y ubicacién del estudio de las publicaciones revisadas por pares relacionadas colirios hemoderivados para
el tratamiento de la enfermedad de la superficie ocular. El color del pais se refiere al numero de estudios por pais (n = 22 paises en
total), mientras que el tamafio del circulo al nimero de estudios para cada sitio (n = 47 sitios totales). Adaptado de [262]

No obstante, la composiciéon y el rendimiento clinico de los hemoderivados han ido cambiando
con el tiempo, principalmente en relacién con los diferentes aspectos de su elaboracion, como
la centrifugacion, el tiempo de coagulacion o la dilucion [263]. Esta falta de estandarizacion
durante la preparacion ha dado lugar a resultados en ocasiones controvertidos y/o no

concluyentes [166, 259, 260, 264, 265].

Por este motivo, y a medida que el uso de derivados sanguineos en oftalmologia se ha

generalizado, se han publicado algunos articulos de revision que comparan varios derivados
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sanguineos autdlogos, coincidiendo todos ellos en la necesidad de alcanzar un consenso en su

segmentacion, caracteristicas y usos [261, 265, 266].

Dado el alto grado de conocimiento previo de las propiedades bioldgicas del PRGF, su incursion
en el ambito de la oftalmologia se ha producido de una manera 4gil y con resultados muy
satisfactorios. Su uso surge, por tanto, como alternativa para aquellos pacientes con
enfermedades y sindromes de dificil manejo, que no responden a terapias convencionales o
incluso a terapias regenerativas de diversa indole. Alguna de estas terapias como el suero
autdélogo o el trasplante de membrana amnidtica presentan en ocasiones carencias logisticas o
resultados poco satisfactorios que defienden la busqueda de alternativas terapéuticas [196, 267,

268].

Aunque cada vez se amplian mds sus indicaciones, los principales usos del PRGF en el ambito de
la oftalmologia tienen principalmente que ver con la resolucién de los problemas asociados a
defectos de la superficie ocular y el EOS. Por este motivo la formulacién predominante en este
campo de la medicina aun sigue siendo el ePRGF donde existe un creciente numero de
publicaciones tanto preclinicas como clinicas. Mas concretamente, y tras su comercializacion en
el afo 2015, el nimero de estudios clinicos ha crecido de manera particularmente rdpida
(figura), motivando que en los afios 2015 y 2016 se publicaran sendas revisiones que
desgranaban la evidencia cientifica del PRGF en oftalmologia y sefialaban algunas de las
principales diferencias con otras formulaciones derivadas de la sangre [196, 269]. Desde
entonces hasta ahora se ha multiplicado el nimero de nuevas publicaciones (figuras 21 y 22),
por lo que desde el 2007 hasta el dia de hoy ya es posible encontrar mas de 50 articulos
relacionadas con el PRGF en oftalmologia [270]. En las publicaciones mas recientes se destacan
hallazgos y nuevas aplicaciones que, a su vez, pueden abrir el camino hacia futuros desarrollos

en el campo de la oftalmologia.
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INTRODUCCION

ESTUDIOS DE PRGF POR TIPO (2007-2021)

MW ESTUDIOS CLINICOS M CULTIVOS CELULARES M MODELOS ANIMALES M REVISIONES

Numero de estudios clinicos 2007-2021

2007-2010 2010-2014 2014-2018 2018-2021

Figuras 21 y 22. Estudios publicados entre 2007 y 2021 por tipo y por franjas temporales. Adaptadas de [270]

Muchas de las variables que actualmente se analizan en los diferentes estudios clinicos sobre el
uso de PRGF en oftalmologia tienden a ser comunes, estando muchas de ellas principalmente
relacionadas con aspectos como la calidad de la superficie ocular y la lagrima, el tiempo de
resolucidn del problema fruto del estudio, el dolor, la agudeza visual o la presidon intraocular. Un
listado que englobaria las variables mas cominmente utilizadas en este tipo de estudios seria el

mostrado a continuacion (tabla 3) [271, 272]:
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VAS (Visual Analogic Scale)

La "Escala Visual Analdgica " es una escala validada, que expresa el dolor como sintoma (frecuencia e intensidad), en
un valor numérico subjetivo que oscila entre 0-10.

BCVA (Best Corrected Visual Acuity)

Es la agudeza visual medida mediante optotipos y que se consigue con la correccién de los errores refractivos (uso de
gafas o lentes de contacto).
0SDI (Ocular Surface Disease Index)
Cuestionario de 12 puntos validado para la evaluacion de los sintomas de irritacion ocular relacionados con la
enfermedad del ojo secoy suimpacto en la funcidn visual. La puntuacién oscila entre 0y 100 puntos.
TBUT (Tear Break Up Time)

Es una prueba que mide la estabilidad de la pelicula lagrimal. Para ello se utiliza fluoresceina en forma de colirio
instilado en el fondo de saco inferior y se examina con la luz de azul cobalto en la [ldmpara de hendidura, la medicién
corresponde al tiempo (segundos) en el que aparece la primera mancha seca en la cornea después de un parpadeo
completo.

Test de Schirmer
Es una prueba que evalla el volumen de produccidon de lagrimas, especialmente en la enfermedad del ojo seco. Se

utiliza una tira de papel de filtro de 5mm x 30mm marcada en milimetros y se cuantifican los milimetros en los que la
lagrima impregna el papel tras 5 minutos.
SDEQ (Score Dry Eye Questionnaires)

Usado la diagnosis de la enfermedad de ojo seco y para cuantificar su nivel de gravedad. El cuestionario evalua
semananimente diversos aspectos relacionados con los sintomas del ojo seco como el grado y frecuencia de irritacién
ocular, el uso de lagrimas artificiales o sequedad en otras mucosas del cuerpo.

Escala de Oxford

Determina, mediante tincidn con fluoresceina y [ldmpara de hendidura, el grado de desepitelizacién de la superficie
ocular. El grado de afectacién de la superficie corneal de cada ojo se clasifica en una escalade 0a5.

I0P (Intra Ocular Pressure)
Hace referencia a la presidn que ejercen los fluidos dentro del ojo. Se mide mediante tonometriay los valores
normales oscilan entre 10y 21 mmHg.

Tabla 3. Principales variables presentes en las publicaciones de PRGF. Adaptada de [271, 272]

5.1.1. ePRGF para DEPs

El primer caso reportado del uso del ePRGF en oftalmologia data del afio 2007 y su finalidad fue
la de lograr la resolucién de un DEP tras una cirugia laser de correccion de ametropia (LASIK).
Este “case report” sobre el uso de la formulacién ePRGF fue publicado por Rocha et al. [273].
Tras su publicacidon parecié hacerse patente que uno de los primeros usos del PRGF en el campo
oftdlmico iba a tener que ver con promover la cicatrizacién en aquellos defectos de la superficie
ocular que eran refractarios a tratamientos previos como los corticoides tdpicos, la ciclosporina
A, el SA o el trasplante de MA. De hecho, unos anos mas tarde en el mismo centro clinico otro
estudio relacionado fue realizado por Ldopez-Plandolit et al. en 2010 en 18 pacientes con
defectos epiteliales persistentes (DEP), siendo el primer estudio clinico que utiliz6 ePRGF en
oftalmologia [274]. En este estudio, que logrd una tasa de éxito del 85 %, el criterio de inclusion
fue no mostrar ninguna mejoria previa a ninglin otro tratamiento médico y/o quirdrgico como

esteroides tdpicos, SA o MA.
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En afos posteriores, el uso de PRGF en defectos corneales ha ido en franco aumento,
especialmente en casos refractarios a otros tratamientos o con mal prondstico. Un buen ejemplo
es un caso reportado por Guarnieri et al. en el que el alto riesgo de fracaso de cualquier opcion
quirargica apoy6 el uso de ePRGF en un paciente que padecia un cancer de pulmdn y estaba
bajo tratamiento con erlotinib [275]. Colateralmente, se observd un dafio corneal de rapida
progresion y fue refractario al tratamiento convencional persistiendo un adelgazamiento del
estroma que podria dar lugar a una perforacién corneal inminente. Con el fin de evitar una
gueratoplastia, se prescribié ePRGF dando como resultado la resolucion de la Ulcera y la
continuidad de los efectos después de un seguimiento de un afio. Ademas, Sanchez-Avila et al.
publicaron en 2018 un estudio retrospectivo de 31 pacientes con queratitis neurotroéfica tipo 2
y 3 tratados con ePRGF [276], siendo la respuesta previa a los tratamientos convencionales
(incluidos el SA, los corticosteroides y la ciclosporina) deficiente. De nuevo la resolucion
completa del defecto se logré en el 97,4% de los casos, mostrando una reduccién
estadisticamente significativa (p<0,05) en la OSDI (60,9%), en la frecuencia (59,9%) y la gravedad
(57,0%) de VAS, asi como una mejoria en BCVA (52,8%).

5.1.2. ePRGF para EOS

En lo que respecta al uso de ePRGF para EOS, Lépez Plandolit et al. fueron el primer grupo en
evaluar la eficacia de ePRGF para el tratamiento de EOS moderado/grave en 16 pacientes en
2011 [277]. Los resultados se midieron mediante el cuestionario de puntuacion de EOS (SDEQ)
y mostraron una mejoria estadisticamente significativa. Ademas, la cuantificacién de los GF
mediante técnicas inmunoldgicas mostrd que el ePRGF estd altamente enriquecido en GF. Pocos
afios después, Merayo-Lloves et al. publicaron dos estudios sobre el uso de ePRGF en EOS
evaporativo [278] y los trastornos de la superficie ocular refractarios a los tratamientos
convencionales [267]. En el primero de ellos, se evalué un total de 83 pacientes con EOS
evaporativo (156 ojos) demostrandose una reduccién significativa (p < 0,05) en OSDI (38,2 %),
BCVA (27,4 %), las VAS en frecuencia (32 %) y gravedad (34 %) Schirmer (177,5 %). En el caso de
los pacientes refractarios a los tratamientos convencionales incluyendo SA y/o ciclosporina, mas
del 60% de los 41 pacientes padecian EOS de cualquier tipo. Una vez mas, la mejora fue
significativa en la escala OSDI (39,27%), frecuencia de VAS (38,9%) y gravedad (40,3%), y BCVA
(54,86%). Estos resultados guardan relacion con los mayores efectos proliferativos,
antiinflamatorios y antifibréticos en comparacion con SA reportados de manera preclinica [194].

Ademas, el progreso del EOS después de la cirugia LASIK tratada con ePRGF también ha sido
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estudiado por Sanchez-Avila et al. (2018) en 42 pacientes, obteniéndose de nuevo resultados
clinicamente relevantes en OSDI, VAS y test de Schirmer [279].

Recientemente, Gea Navarrete et al. (2020) publicaron un trabajo evaluando la efectividad y la
seguridad del ePRGF, la satisfaccién percibida en pacientes con EOS con diferentes patologias,
asi como la evaluacion de la relacién coste-efectividad se compara con el SA. Los 24 pacientes
(100%) informaron de mejoria en el Cuestionario de Ojo Seco (DEQ), [280] el 75% mostrd
mejoria clinica y no se informaron de efectos adversos. Por esta razén, los autores consideraron
gue, a pesar de la diferencia de costos entre ePRGF y AS, los mejores resultados respaldan la

actualizacion del tratamiento.

5.1.3. Otros usos del ePRGF

En menor medida y como prueba de concepto diversas formulaciones de PRGF también han sido
utilizadas como coadyuvante a otros tratamientos como los agentes regeneradores de la matriz
extracelular (RGTA) para defectos corneales [281], asociado a injertos dermo-grasos en cirugia
reconstructiva [282] o a anillos intraestromales (ICRS) [283] mostrando en todos ellos buena
tolerancia y seguridad sirviendo como un coadyuvante que acelera el proceso de regeneracién

al tiempo que limita la formacién de fibrosis y la inflamacion.

5.2. Avances en el uso del PRGF en oftalmologia

Del mismo modo que el uso del ePRGF ofrece una alternativa a terapias convencionales o incluso
al SA, terapias alogénicas como el trasplante de MA también se han visto en ocasiones
sustituidas por el uso del PRGF. A las propiedades regenerativas del colirio se le sumarian en
segunda instancia las formulaciones de fibrina ya existentes como iPRGF, cPRGF y mPRGF que
podrian complementar al ePRGF, poniendo al alcance de los facultativos la utilizacion de fibrina
autdloga en sus cirugias oculares. Estas formulaciones afaden a las propiedades regenerativas
de la terapia, un soporte fisico que ha demostrado ayudar a la migracidn, adhesion y
proliferaciéon celular [94, 159, 199, 284]. Aun asi, esto no es dbice para que, fruto de una
creciente necesidad de optimizar y personalizar ain mas los tratamientos, nuevos desarrollos y
formulaciones concretamente disefiados para el campo de la oftalmologia sigan viendo la luz
con el fin de obtener una mayor versatilidad que de paso a unos mejores resultados clinicos o

una mejor adherencia al tratamiento.
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Dos de los principales avances que han visto la luz tras la estandarizacién del uso de ePRGF en
oftalmologia, son: i) explorar nuevos usos de las formulaciones de fibrina de PRGF vy ii)
desarrollar posibles nuevas indicaciones para el uso de una nueva formulaciéon

inmunolégicamente optimizada llamada “immunosafe PRGF eye drops” (is-ePRGF).

En el caso de la mPRGF, aunque su uso se considera aun muy limitado, existe evidencia
retrospectiva en su aplicacién en algunas cirugias de la superficie ocular como queratoplastias o
Ulceras corneales [285, 286]. Por otro lado, el potencial antifibrotico del PRGF ha promovido
incluso su uso en ciertas cirugias de glaucoma como prueba de concepto para disminuir un

posible fracaso quirurgico asociado a la fibrosis post-quirurgica [287].

El uso en oftalmologia de este numero de formulaciones versatiles ha abierto el abanico de
posibilidades a aplicarlas con diferentes usos terapéuticos, mas alla de los se han considerado
habituales durante décadas para los derivados hematicos. Este concepto de versatilidad, nos
aleja por tanto del uso de colirio como Unica via de administracion, y sienta las bases para
posteriores desarrollos y nuevas indicaciones que ayuden en el manejo de muy diversas

patologias oculares (figura 23).

Figura 23. Diferentes usos de las formulaciones de PRGF. A. Tratamiento tdpico para los trastornos de la superficie ocular B.
Cirugias relacionadas con la cérnea C. Cultivo celular/conservacion de injertos D. Defectos en tejido periocular (ej. CC) o cirugia
reconstructiva (ej. Injertos dermograsos) E. Cirugia de pterigion F. Cirugia de glaucoma G. Cirugia de agujero macular. (Adaptado
de [270]).
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5.2.1. Formulaciones de fibrina de PRGF

Las formulaciones iPRGF, cPRGF y mPRGF tienen como factor comun la formacion de fibrina
como uno de los elementos clave del tratamiento. Esta fibrina proporciona unas caracteristicas
mecdanicas actuando a modo de soporte ademdas de promover una liberacién sostenida de GF
(figura 24) [199]. Estas dos caracteristicas tienen como finalidad principal ayudar a la correcta
regeneracién de los tejidos, y por tanto su aplicacion quirurgica ofrece claras ventajas como la
facilidad de obtencién o su cardcter autélogo. Como afadido, mantiene intactas sus propiedades
proliferativas, anti-inflamatorias, anti-bacterianas, y su caracter antifibrético podria evitar
complicaciones asociadas como la formacion de “haze corneal”.

A pesar de que indudablemente la formulacién cuyo uso esta mas extendido es ePRGF, el uso
de las formulaciones quirurgicas estd ganando en relevancia en los ultimos afios. La formulacién
MPRGF se ha usado como coadyuvante principalmente en cirugias de la superficie ocular de
manera andloga a las indicaciones descritas para la utilizaciéon de la MA [285-287] ofreciendo
buenos resultados en tiempos de re-epitelizacién, BCVA o VAS en cirugias de la superficie ocular

como trasplantes corneales o Ulceras.
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Figura 24. Medicion mediante técnica ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas) de la liberacion sostenida de algunos
GF por parte de la membrana de fibrina de PRGF durante 8 dias. Adaptacion de [199].

Por su parte, la formulacion cPRGF ha demostrado de forma preliminar buenos resultados
asociados a la cirugia filtrante de glaucoma, que se basa en la creacién de un espacio
subconjuntival que permite un drenaje del humor acuoso [288] y donde la fibrosis post
operatoria es una de las principales causas de fracaso [38], razdn por la que estos pacientes
reciben tratamientos antifibrdticos como la mitomicina C o el 5-fluorouracilo [39]. Rodriguez-
Agirretxe et al. utilizaron esta formulacidn en el espacio subconjuntival para 10 pacientes a los
que se les realizé una esclerectomia profunda no penetrante. No se utilizd tratamiento
antifibrdtico alguno y no se reporté en los 2 afios de seguimiento signos de fibrosis, a la vez que

se mantuvo estabilidad tanto en la ampolla de filtracion como en el control de la PIO [287].
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INTRODUCCION

Y es que, actualmente, el uso tanto individual como combinado de las diferentes formulaciones
de fibrina durante las cirugias de superficie ocular, podria permitir diversas aproximaciones que

aprovechen sus propiedades biofisicas (figura 25).

Figura 25. Ejemplo de uso combinado de mPRGF y cPRGF. Insuficiencia limbica total a la que se le realiza una queratectomia
superficial para eliminar el pannus fibrovascular. Posteriormente se sutura la mPRGF que ha sido cortada con una forma redondeada
creando un “bolsillo de fibrina”. Introduccion de cPRGF en el espacio mPRGF-cérneal. Sutura total del “bolsillo”. Imagen cedida por
el Dr. Victor Pérez (Bascom Palmer Eye Inst. Miami USA).

Mas recientemente se ha descrito el uso de las formulaciones mPRGF e iPRGF en cirugia de
agujero macular tras realizar una vitrectomia pars plana con pelado de la membrana limitante
interna [289-291]. Sanchez-Avila et al. reportaron un caso de agujero macular recurrente (ya
operado) donde se colocé un mPRGF de 100 1 m de espesor a través de un trocar. Se observd
el cierre completo del agujero macular después de 2 meses, asi como con mejora de la agudeza
visual. Ademas, estos resultados se mantuvieron estables durante un seguimiento de 6 meses
[290]. De igual forma, Arias et al. reportaron 2 casos similares donde se consiguieron cierres
anatomicos completos y mejora de la agudeza visual con un seguimiento de 12 meses [289].
Mas recientemente, se describiod el uso de iPRGF en 42 ojos altos miopes con agujeros maculares
de gran tamafio de los cuales 31 eran intervenidos por primera vez y 11 recurrentes. En lugar de
colocar el MPRGF, se usé iPRGF que al ser liquido permite que el codgulo de fibrina se forme "in
situ" en cuestion de minutos formando un tapdn. Tras el seguimiento a un afio se reportaron
resultados de cierre del 90% para ambos grupos en tiempos similares a los conseguidos en los
estudios previos, asi como grandes mejoras en la agudeza visual [291]. Afios atrads otros grupos

trataron de utilizar otros derivados hematicos como los concentrados plaquetarios autdlogos.
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Estos protocolos que se basan en doble centrifugacidon y requieren de altos voliumenes de

sangre, carecian de una clara estandarizacidon y mostraron resultados poco predecibles [49, 292].

El uso de mPRGF en cultivos celulares también ha sido evaluado por diferentes grupos. Y es que
existen buenos resultados observados con el uso de ePRGF, como aquellos reportados por
Echevarria et al. en cultivos de queratocitos y modelos in vivo de cierre de ulceras corneales, la
reparacion de la lesion estromal y viabilidad de las células madre limbares [210]. Riestra et al.
publicaron sin embargo un método para la expansidn ex vivo de células progenitoras epiteliales
limbales humanas (LEPC) que incluia el uso tanto de ePRGF como medio de cultivo, asi como
mPRGF como soporte. En este estudio, el grupo de PRGF mostré un mayor niumero de células y
una mayor drea de crecimiento, asi como una mayor capacidad para mantener el estado
indiferenciado de las células limbales [211]. Sdnchez-Avila et al. reportaron el uso de mPRGF en
guemaduras quimicas en un modelo animal, dando como resultado la restauracion de la
superficie corneal tras el cultivo de LEPCs sobre mPRGF[293]. Este proceso se ha estandarizado
exitosamente dentro del dmbito de las terapias avanzadas cumpliendo con los estandares

regulatorios de buenas précticas de fabricacion (GMPs) [294].

Sin embargo, la evidencia clinica generada con el uso de las formulaciones de fibrina de PRGF
patologias oculares es aun limitada, especialmente si se compara con la formulacién ePRGF. Por
este motivo, un mayor nimero de estudios que evallen la eficacia y seguridad de esta

tecnologia, asi como sus resultados comparados con otras terapias serian altamente deseables.

5.2.2. Tratamiento Immunosafe PRGF

Algunas de las enfermedades de la superficie ocular que presentan mas complicaciones tanto
durante el diagndstico como en el manejo de sus manifestaciones clinicas son las enfermedades
relacionadas con el sistema inmunoldgico, especialmente aquellas que muestran un dafio del
tejido sano y neoformacion cicatricial. En estos casos, la inflamacidn y la fibrosis son dos de los
aspectos clave que desencadenan una respuesta fisioldgica aguda y que puede conducir a la
inflamacidn crénica y formacidn de cicatrices. Esto puede derivar en ceguera como resultado de

queratitis, defectos epiteliales persistentes, penfigoide ocular o insuficiencia limbica [10].

El uso de ePRGF para estos diversos trastornos de la superficie ocular como el EOS o la queratitis

ya se han reportado previamente en pacientes con SS o artritis reumatoide [267]. Aun asi, en
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ocasiones, y debido a estos problemas relacionados con el sistema inmune, el paciente
desarrolla un rechazo a su tratamiento autélogo. Para este tipo de pacientes se ha llevado a

cabo un desarrollo que minimice los posibles rechazos de esta terapia.

La hipdtesis es que el calor podria inactivar el sistema de complemento presente en el ePRGF,
asi como reducir la cantidad de determinadas inmunoglobulinas. Ward, demostré en 1979 una
drastica reduccion de la viabilidad de microorganismos y virus a 60°C [295]. Triglia y Linscott por
su parte, demostraron en 1980 que algunos componentes del complemento (C1, C2, C7 y C8)
eran termoldbiles a 56°C [296]. Sin embargo, la inactivacidon por calor podria tener efectos
desnaturalizantes sobre el suero y las proteinas presentes en el plasma [297]. Por este motivo,
el tratamiento denominado colirio immunosafe PRGF (is-ePRGF), afiade un paso de
calentamiento adicional de 56 °C durante 1 hora al protocolo de obtencién de PRGF anterior

(figura 26).

Figura 26. Esquema del tratamiento immunosafe como paso afiadido tras la activacién del PRGF para la obtencidn
de la formulacién ePRGF.

En un estudio in vitro se realizé la cuantificacién de varias proteinas implicadas en la resolucién
de defectos corneales, inmunoglobulinas G, M y E. De igual forma se evalud la integridad
funcional del sistema del complemento. Por ultimo y con el fin de evaluar la capacidad
proliferativa, se compararon ePRGF e is-ePRGF en queratocitos, células epiteliales corneales y
fibroblastos conjuntivales. Se concluyd que is-ePRGF mantuvo la integridad de la mayoria de los
GF evaluados. Del mismo modo redujo drasticamente el contenido de IgE (en un 50% en el caso

de donantes no alérgicos y en un 75% en el caso de los alérgicos) asi como la actividad del
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complemento (figura 27). En cuanto a la tasa de proliferacién y migracidn en cultivos celulares,
is-ePRGF demostré un aumento significativo, hecho que respalda la actividad bioldgica de PRGF

en las células de la superficie ocular [193].
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Figura 27. Actividad del complemento determinada mediante kit comercial (CH50 assay kit). Niveles de Ig E medidos mediante kit
comercial (particle-enhanced turbidimetric immunoassay (PETIA)). Adaptado de [193].

Existen ademas de manera preliminar algunos estudios relativos al uso is-ePRGF en pacientes
con EOS asociado a enfermedades relacionadas con el sistema inmune como SS y GVHD [298,
299]. Estudios in vitro de is-ePRGF en muestras de pacientes con GVHD respaldan estos buenos
resultados en cultivos celulares inducidos por IL-1b y TNFa a un ambiente proinflamatorio.
Dichos cultivos mostraron una respuesta inflamatoria mds baja en comparacion con la SA

medida a través de marcadores de inflamacién ICAM-1 y COX-2 [194].

El desarrollo de la formulacion is-ePRGF ha dado ademas paso a un reciente avance basado en
combinar la obtencidon de una membrana de fibrina que incorporara las ventajas del is-ePRGF
(figura 28). De nuevo, mediante el tratamiento extra de calor a 56 °C, se preserva el contenido
de la mayoria de los GF involucrados en la regeneracién corneal al tiempo que se reduce
drasticamente el contenido de IgE y la actividad del complemento. Al igual que sucede con el is-
ePRGF, no se encontraron diferencias significativas en la actividad biolégica de los fenotipos
celulares evaluados. Ademas, en este caso el denominado is-mPRGF, conserva las caracteristicas
morfoldgicas vy fisicas de la malla de fibrina, tal y como muestra la evaluacidn por microscopia
electronica de barrido, analisis histoldogico y técnicas de inmunofluorescencia [192]. En
conclusidn, a las ventajas a nivel inmunoldgico, se le suma la posibilidad de usar una membrana
de fibrina que preservaria sus caracteristicas morfoldgicas y fisicas. Esta tecnologia, aunque no

cuenta aun con evidencia clinica reportada, podria ofrecer a aquellas aproximaciones

64



quirargicas con complicaciones autoinmunes asociadas, ventajas tanto como soporte celular

como a nivel inmunoldgico.

Estas nuevas formulaciones y desarrollos completarian el conjunto de opciones ya disponibles
con la tecnologia PRGF que, derivadas de una Unica extracciéon sanguinea ofrecen una gran
versatilidad para adecuar cada tratamiento a las necesidades tanto posdlogicas como logisticas

del paciente a tratar.
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Figura 28. Esquema de la obtencion de las diferentes formulaciones de la tecnologia PRGF usadas en oftalmologia. iPRGF:
Inmediatamente tras su activacién, el PRGF permanece liquido durante unos 5-8 minutos y se puede inyectar justo antes de la
polimerizacion de la fibrina a fin de que esta se forme en el tejido. cPRGF y mPRGF: El plasma se activa y se mantiene a 37 °C durante
10-20 min donde la polimerizacién del fibrindgeno logra una consistencia tipo gel (cPRGF) que es mas labil, pero tiene mayor
cantidad de sobrenadante que acttia como reservorio de factores de crecimiento una vez aplicado al tejido. La formulacion mPRGF
se formara tras la completa retraccion de la fibrina. Esta membrana formada sera elastica y resistente debido a sus caracteristicas
acelulares pudiéndose pegar o coser. ePRGF: Manteniendo el plasma a 37°C ex vivo después de la activacion, se producird una
retraccion completa después de 40-45 min permitiendo una liberacién completa de este rico en sobrenadante de factor de
crecimiento. Luego, este liquido se filtra obteniendo la formulaciéon de ePRGF que serd posteriormente alicuotada. is-ePRGF:
Incubacién de ePRGF a 56°C durante 60 min. Esta formulacion inactivara la actividad del complemento y disminuira los niveles de
inmunoglobulina E. lyo-ePRGF: Resultante de un proceso de liofilizacion a la formulacion ePRGF. Permite el almacenamiento a
temperatura ambiente en lugar de congelada sin disminuir sus propiedades regenerativas. Adaptado de [270].

Como se ha discutido con anterioridad, la actual coyuntura en lo relativo al aumento de la
esperanza de vida hace que determinadas patologias oculares, se requieran tratamientos

farmacoldgicos y procedimientos que permitan una mayor calidad de vida y un menor nimero
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de efectos adversos. La resolucién de los trastornos oculares cada vez va mas encaminado a
abordajes que permitan una restauracion de la funcionalidad de un érgano tan importante como
es el ojo, por lo que el concepto de regeneracidn se ha abierto paso con fuerza no sélo en el
ambito de la oftalmologia, sino en la medicina en general. Existe un gran nimero de patologias
donde los actuales tratamientos cuentan con un amplio margen de mejora en lo relativo a su
seguridad y eficacia (especialmente en aquellos casos refractarios a los denominados
“tratamientos habituales”). Por este motivo el avance de las terapias regenerativas con base
biolégica y evolutiva, como es el caso del PRGF, y que mimeticen el proceso endégeno de
regeneracidén y minimicen los efectos adversos, esta permitiendo un gran nimero de nuevos
desarrollos en los ultimos anos. De entre estas soluciones terapéuticas, aquellas derivadas del
uso de la sangre, resultan especialmente relevantes por los buenos resultados obtenidos, su
facilidad de uso y su elevado perfil de seguridad. Y aunque con ciertas excepciones, parece
evidente que la estandarizacién de dichos procesos es un elemento clave para avanzar en su

investigacion traslacional y futuros desarrollos.
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JUSTIFICACION
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El punto de partida en lo que respecta al uso de la sangre y sus componentes con fines médicos
se establece hace ya siglos. Sin embargo, y especialmente en las ultimas décadas, este uso ha
sufrido una continua evolucién en innumerables areas de la medicina debido a los avances
tecnoldgicos que permiten un mayor grado de conocimiento de sus componentes y propiedades
bioldgicas. Mas concretamente, y en un contexto donde la mayor esperanza de vida y una
mejora en la calidad y cantidad de tratamientos disponibles, el papel de las denominadas
terapias bioldgicas en general para la regeneracion de los tejidos ha dado lugar a un creciente
nimero de publicaciones que avalan su seguridad y eficacia. Aun asi, la gran disparidad en
cuanto a su contenido, perfil de seguridad o resultados clinicos, de los muchos derivados
hematicos desarrollados, dificulta en ocasiones un avance sdlido hacia futuros desarrollos. Por
este motivo, parece generalmente aceptada por la comunidad cientifica y médica una
subyacente necesidad de promover un mayor esfuerzo investigador que establezca sus

principales diferencias, asi como criterios especificos de seguridad y eficacia.

Es por ello, que detenerse en ahondar en el analisis de la biologia y funciones de la sangre o la
evolucidn histérica del uso de hemoderivados en medicina, nos ayuda a contextualizar sus
actuales usos en el campo de la oftalmologia. El conocimiento de las principales caracteristicas
y diferencias de las diferentes tecnologias existentes, podria a su vez ayudar a establecer ciertas
bases que faciliten la identificacién diferencial de muchos de estos tratamientos, entre los que

se encuentra la tecnologia PRGF.

Ampliar el conocimiento en el uso de una de estas terapias como es el caso del PRGF, que cuenta
con un protocolo de obtencién estandarizado para su uso en oftalmologia, evitara posibles
sesgos en el planteamiento y posterior desarrollo de los trabajos experimentales. Estos trabajos,
tienen ademds como premisa conocer y apoyarse en los resultados preclinicos y clinicos
obtenidos por la tecnologia PRGF en el pasado, para posteriormente optimizar el uso de sus
formulaciones de cara a abordar nuevas indicaciones clinicas de dificil manejo. Este abordaje
traslacional, que implica la participacion activa en el proceso de optimizacion de dichas
formulaciones con el fin de adecuarse a las necesidades de los pacientes tratados, asi como el
disefo de un proceso estandarizado para su posterior uso en el ambito clinico, permite esperar
un mayor grado de reproductibilidad de los resultados obtenidos. De este modo, el uso de las
diferentes formulaciones de PRGF aportara datos significativos en aspectos tan relevantes como
la fibrosis o la respuesta inmune y la inflamacidn, que son eventos fisioldgicos especialmente

relevantes en el desarrollo y cronicidad de varias patologias oculares.
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Asumiendo lo anterior, es pertinente el desarrollo de un trabajo de tesis doctoral en esta materia
y queda asimismo acreditado que este trabajo es inédito. En él se aborda el desarrollo y uso
clinico traslacional de formulaciones de PRGF recientemente desarrolladas para indicaciones

donde no existe evidencia publicada hasta la fecha.
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El PRGF ofrece una serie de caracteristicas entre las que destacan la estimulacidon de la
regeneracion, la inhibicién de la fibrosis o el papel modulador de la respuesta inmune y la
inflamacidn. Sus diferentes formulaciones permiten disponer de una bateria de herramientas
que se adecuen a diversas necesidades clinicas, con el fin de ofrecer una solucidn optimizada e
individualizada. Dos de estas formulaciones han sido desarrolladas recientemente y podrian
ayudar a cubrir necesidades médicas no resueltas. Dentro de sus multiples beneficios, estas
nuevas formulaciones guardan estrecha relacién con eventos como la inflamacidn y la fibrosis,

gue resultan especialmente relevantes para el desarrollo de la presente tesis doctoral.

El uso de una fibrina autéloga y acelular, que combina propiedades regenerativas y de soporte
para determinadas cirugias oculares, o el uso de un colirio que ofrece un elevado perfil de
seguridad para aquellos pacientes con condiciones donde la inflamacién y la respuesta inmune
juegan un papel decisivo, son las dos principales herramientas utilizadas en los trabajos
experimentales de la presente tesis doctoral. Ademas, las propiedades antifibréticas del PRGF
disminuiran alguno de los principales efectos adversos asociados a dichas patologias como son

las recurrencias y la pérdida de funcionalidad del tejido que dan lugar al fracaso clinico.

Por este motivo el uso de is-ePRGF y mPRGF en el manejo de conjuntivitis cicatrizante y la cirugia
de pterigion podria resultar beneficiosa. Para abordar este desafio, en la presente tesis doctoral

nos planteamos los siguientes objetivos:

1- Establecer como punto de partida las caracteristicas, propiedades bioldgicas y
formulaciones de la tecnologia PRGF, asi como sus actuales usos en el ambito de la
oftalmologia.

2- Evaluar la seguridad y eficacia de la formulacidn quirdrgica mPRGF para cirugia de
pterigidn recurrente donde el fracaso de una primera intervencién y un prondstico poco
favorable suscita su uso. La ausencia de recidiva sera la variable principal que evalle el
éxito de dicha cirugia.

3- Evaluar la seguridad y eficacia de la formulacién quirdrgica mPRGF para cirugia de
pterigion primario. Se establecerd una comparacidon a tres bandas frente al uso
autoinjerto de conjuntiva (actual “gold standard”) y el trasplante de membrana
amnidtica (utilizado en casos donde la calidad o cantidad de la conjuntiva donante es
limitada). La ausencia de recidiva, junto con el resto de variables obtenidas (inflamacidn,
agudez visual, calidad de la superficie ocular y dolor) aportaran informacién clinica

relevante de cara a definir su futuro uso.
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4- Evaluar la seguridad y eficacia de la formulacién tépica is-ePRGF en conjuntivitis
cicatrizante. Se evaluardn, entre otras variables, su papel sobre el control de la
inflamacidn y su capacidad para disminuir la gravedad de las manifestaciones oculares

asociadas a esta patologia.
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CAPITULO 1

Recurrent pterygium resection associated to fibrin membrane graft:
report of two cases

El contenido de este capitulo ha sido publicado en la revista “Revista Brasileira de
Oftalmologia” con un Factor de impacto JCR 0.26 Q4 (ophthalmology)
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Recurrent pterygium resection associated to fibrin membrane graft: report of two cases
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INTRODUCTION

Pterygium is a wing-like neoformation of fibrovascular tissue derived from the conjunctiva over
the cornea. Classically it has been defined as an elastotic degeneration caused by ultraviolet
radiation damage on corneal limbal cells. Pathogenesis of pterygia has been extensively
reviewed by Di Girolamo et al.Y), standing out the release of proinflammatory cytokines and
growth factors as TGF-B of the conjunctiva with increase and activation of local fibroblasts. Same
review consider a tumor-like proliferative disorder with mutation of the tumor suppressor p53

protein and increase in secondary angiogenesis.

Recurrence, which entails chronic inflammation, requires aggressive management. In order to
reduce the relapse rate, simple excision or naked sclera techniques have been abandoned
(recurrences up to 89% in primary pterygium)?, using instead a free or rotary conjunctival
autograft (CAU) after excision (recurrences up to 33.3% in recurrent pterygium)®©.

Other therapies have been proposed to prevent relapse, including mitomycin C (MMC)®, 5-
fluorouracil (5-FU)®), beta radiation with strontium-90 (Sr-90)®, X-Ray!”, excimer laser®,
amniotic membrane (AM)®, antivascular endothelial growth factor (VEGF) agents® and limbal-
conjunctival autograft (LCAG)™©,

In the protocol of preferential clinical practice of the Spanish Society of Ophthalmology of
pterygium surgery, LCAG is contemplated for recurrences, presenting a lower rate of recurrence
compared to CAU or AM graft. Peripheral lamellar keratoplasty is proposed in case of extensive

fibrosis, marked symblepharon or corneal thinning™.

Recently, plasma rich in growth factors fibrin membrane (mPRGF) has successfully been
employed as adjuvant treatment in ocular surface disorders surgery, based on the regenerative,
anti-inflammatory, antifibrotic and bactericidal characteristics of PRGF*2'3, However, only one
case of non-recurrent (primary) pterygium surgery has been described until date with this

technique?.

Hereby, we present two patients with severe recurrent pterygium treated by pterygium excision

followed by mPRGF placement and PRGF ophthalmic eye drops treatment.

CASE REPORT
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Casel

The first case was a 45-year-old patient with relapsed nasal pterygium in the right eye (OD),
surgically intervened by excision and CAU 3 years previously. Best corrected visual acuity (BCVA)
was 20/60, with -8.75 diopters (D) of astigmatism at 1742 attributable to pterygium and +7.25D
of hyperopia. Biomicroscopic (BMC) evaluation revealed a recurrent pterygium with
translucency grade 3%, 2.7 mm of corneal invasion (Cl), 6.1 mm of limbal base (LB) and

caruncular traction (CT) grade 1%,

In absence of response to 9 biweekly injections of 0.1 mL subconjunctival 50mg/mL 5-FU,

surgical intervention was proposed.

To obtain the autologous fibrin graft and the eye drop treatment, an Endoret-PRGF kit® and
equipment (BTl Biotechnology Institute, Vitoria, Spain) was used following the manufacturer
instructions. 81 mL of the patient’s blood was extracted with sodium citrate as an anticoagulant.
The blood was subsequently centrifuged at 580 g at room temperature for 8 mins. The fraction
2 (F2) was defined as the 2 mL of plasma above the leukocyte layer and fraction 1 (F1) was
defined as the remaining plasma above F2.

After its collection, 5 mL of F2 was activated with the calcium based Endoret activator® and then
incubated at 37°C for 20 mins. Once the fibrin clots were formed, they were pressed for 10
seconds in a shaping press, obtaining a 500 pm thick mPRGF 2., For the eye drop treatment 12
mL of the remaining plasma was collected combining both F1 and F2. After its activation PRGF

was incubated at 372C for 40 min and then filtered and aliquoted *©),

Under retrobulbar anesthesia, the surgery consisted of the removal of the pterygium followed
by the suture of the 500um thick, 7x14.5mm mPRGF graft with 10-0 nylon. Subsequently, 8mg
of subconjunctival acetonide triamcinolone was injected. Postoperatively, 0.3% tobramycin and

0.1% dexamethasone eye drops were prescribed in a tapering dose.

A week after the intervention, good membrane positioning and positive fluorescein (F) staining
of the graft were observed. Epithelization and membrane reabsorption was completed on the
mMPRGF area at the 3rd week visit and stitches were removed. Given serological negativity results
of the blood samples taken, treatment with PRGF eye drops was prescribed 4 times a day for 6
weeks. At 12 months, BMC showed complete conjunctival bed healing, stable in subsequent

revisions (Figure 1). BCVA at the end of the follow-up was 20/20.
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Figure 1

Fig. 1 shows patients slit lamp biomicroscopy one day (a), one week (b), one month (c) and 3 months (d) after surgery.
Note the resolution of the pterygium with no recurrence

Case 2

The second case was a 70-year-old male with relapsed pterygium in OD after excision and CAU
9 years previously. BCVA was 20/30 with a cylinder of -2.75D at 67°. BMC showed pterygium of
grade 3 translucency; 3.8 mm of Cl, 8 mm of LB, and grade 3 CT. In addition, BMC revealed
superior bulbar conjunctiva mild fibrosis, scleromalacia in upper nasal area and mild superior
limbal deficiency. As increased secondary corneo-conjunctival complications to MMC or 5-FU
local application have been described in patients with previous ocular surface disorders*’#),

these techniques were dismissed and mPRFG treatment was proposed.

To obtain the autologous fibrin graft and eye drop treatment, an Endoret-PRGF kit® and
equipment (BTl Biotechnology Institute, Vitoria, Spain) was used following the manufacturer
instructions. 81 mL of the patient’s blood was extracted with sodium citrate as an anticoagulant.
The blood was subsequently centrifuged at 580 g at room temperature for 8 mins.

The fraction 2 (F2) was defined as the 2 mL of plasma above the leukocyte layer and fraction 1
(F1) was defined as the remaining plasma above F2.

After its collection, 5 mL of F2 was activated with the calcium based Endoret activator® and then
incubated at 37°C for 20 mins. Once the fibrin clots were formed, they were pressed for 10

seconds in a shaping press, obtaining a 100 um thick mPRGF *?. For the eye drop treatment 12
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mL of the remaining plasma was collected combining both F1 and F2. After its activation PRGF

was incubated at 372C for 40 min and then filtered and aliquoted *®),

Under retrobulbar anesthesia, pterygium was excised, the 100um thick, 15x10.5mm mPRGF
graft was sutured with 10-0 nylon and 8mg subconjunctival acetonide triamcinolone was

injected.

One week after the surgery, the BMC showed incomplete epithelialization with congestive
vessels. Treatment with PRGF eye drops 4 times a day was established. At 2 weeks, complete
reabsorption of mPRGF was observed and stiches were removed. In posterior explorations the
evolution was favorable. Three years after surgery no signs of corneal nor conjunctival
recurrence were observed (Figure 2) and BCVA was 20/20. The evolution is summarized in Figure

2.

Figure 2

Fig. 2 shows patients slit lamp biomicroscopy one day (a), week (b), month (c) and 3 years (d) after surgery. Note the
resolution of the pterygium with no recurrence and underlying scleromalacia stability

DISCUSSION

Postsurgical pterygium recurrence is a dreaded outcome which requires aggressive
management. Many medical and surgical techniques have been used in order to treat recurrent
pterygium, standing out among them CAU, AM, nasal and oral mucosal grafts, MMC, 5-FU and

bevacizumab.
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The advantages of CAU are its epithelializing and anti-inflammatory character with low
concentration of inflammatory cytokines. In recurrent pterygium this technique may often
require larger grafts due to the larger defect left after fibrous and tight conjunctiva and Tenon
removal. In absence of healthy conjunctiva, amniotic membrane (AM) or extraocular mucosa
have been used as a substitute graft. AM promotes healing and also suppresses fibroblasts
expression of TGF-B, inhibiting the development of myofibroblasts which are the precursors of
the pterygium®®2%, However, it has higher recurrence rates compared to CAU (recurrences rates
between 3.8-40.9%) and higher cost?Y). Nasal mucosal grafts *?, and autologous cultivated oral

mucosal epithelial transplantation®® have been used, with varying reported success rates.

Likewise, multiple substances have been used as primary approach or adjuvant treatment to
reduce or to treat recurrences, among which, MMC® and 5-FU®?* stand out. Recurrence rates
up to 27.3% and 8.7% have been reported in relapsed pterygium after 0.02% MMC and 50
mg/mL 5-FU respectively®>?® but both drugs are not free of sclera or ocular surface
complications. Besides, after verifying overexpression of VEGF in recurrent pterygium*2%?7), the
use of subconjunctival bevacizumab 0.05% is being investigated, with statistically significant

results in a meta-analysis performed by Sun and collaborators in 20187,

Nonetheless, the techniques above described are not exempt from complications or risk of
failure and new ones are being studied. In this report, we present a new therapeutic option for
two recurrent pterygium patients: the bimodal use of PRGF as membrane and drops. PRGF is a
standardized and optimized technology for tissue repair and regeneration consisting on the
preparation of several autologous formulations obtained from the patient's own blood,
including growth factors-rich eye drops and a biomimetic and elastic fibrin membrane

(MPRGF)™3),

MPRGF has been used in different medical fields such as oral maxillofacial surgery, orthopedics
or dermatology since 1999 213 |n the ophthalmic field numerous previous studies reported
that the use of PRGF eye drops is well tolerated*®. Similarly, these resources (mPRGF and PRGF
drops) could be used for recurrent pterygium surgery, based on their capability to induce tissue

regeneration and its anti-inflammatory and its antifibrotic potential.

In the presented cases, PRGF treatment was proposed instead of a second CAU because of the

presentation with fleshy pterygium grade 3 translucency, which has been described as a
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significant risk factor for recurrence after CAU™¥. A second CAU was also dismissed because in
the first case the inflammation didn’t respond to sequential 5-FU injections, and the second case
presented a highly damaged ocular surface.

On the other hand, mPRGF presents advantages compared to AM as its faster clinical availability

and autologous origin.

The speed of membrane reabsorption and reepithelization of the mPRGF may depend on
different factors. We propose the grade of inflammation (either previously existing or
concomitant and produced by surgery) and physical and biological mPRGF characteristics as

main factors involved in membrane processing.

Firstly, in an experimental model of conjunctiva and Tenon excision followed by the placement
of a non-standardized, non-commercial fibrin membrane, the fibrin membrane was completely
degraded and almost all the defective zone epithelialized on day 7 after placement. Along with
this, there was a severe inflammatory reaction from the 1st day after surgery, statistically
significant compared to control (bare sclera), which diminished from day 3 until disappearing on
day 28. This was hypothesized to be most likely related to the presence of leukocytes and
cytokines in the fibrin network used during this study?®. Conversely, as mPRGF is a leukocyte
free formulation, lower levels of pro-inflammatory cytokines should be found.

Absence of pro-inflammatory cytokines in PRGF scaffolds has been reported preclinically in an
“in vitro” study whilst added leucocyte released interleukin 1B (IL-1B) triggering inflammatory
response and stimulating matrix metalloproteinases (MMPs) production, leading to a faster

degradation of the fibrin in the extracellular matrix(?®.

Secondly, aiming a lower risk of inflammation, nylon instead of polyglactine absorbable sutures

were used 9.

Thirdly, in our patients, mPRGF reabsorption speed might be related to the mPRGF thickness.
Until date, mPRGF thickness depends on the pressure exerted manually on the shaping press
device and on its orientation: in the first case, the 500um thick mPRGF reabsorbed in 3 weeks
whilst in the second case, the 100 um thick mPRGF reabsorbed in 2 weeks. Nonetheless, there
are no studies evaluating the correlation of this particular factor on the surgical outcome yet.
These results are similar to the previously reported by Sanchez-Avila et al. (2018) in a case of
primary pterygium, with mPRGF complete reabsorption after 15 days and complete defect

healing after 4 weeks*?.
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Finally, regarding mPRGF’s anti-fibrotic properties, the TGF-B inhibition has been reported in
several preclinic studies. This finding suggests a promising role of PRGF in myofibroblast
modulation in ocular surface tissues, especially for those ocular conditions in which fibrotic
response plays a main role such as pterygium, corneal haze formation or cicatrizing conjunctivitis

among others3%:3%33),

For all these reasons, we found the choice of PRGF graft instead of fibrin graft, nylon suture
instead of polyglactin suture and pre and post-surgical inflammation regulation as crucial
elements. Further studies are needed in order to optimizing the technique, considering graft

thickness, surgical sutures or concomitant anti-inflammatory treatment.

In the presented cases there was no evidence of corneal-conjunctival recurrence, granuloma,
symblepharon formation or pain during follow-up. In addition, BCVA markedly improved in both

cases.

SUMMARY

Multiple studies have shown the effectiveness of mPRFG in corneo-conjunctival pathologies. An
innovative application can be made in recurrent pterygium treatment due to its regenerative,
antifibrotic and anti-inflammatory effects. Its advantages include its standardized procurement
process, surgical technique (similar to other currently used techniques), adjuvant treatment
with PRGF eye drops and its autologous nature avoiding the risk of rejection and pathogen
transmission.

We believe that bimodal use of PRGF (membrane and drops) offers an alternative option for
recurrent pterygium in cases of aggressive recurrence or limited residual conjunctiva and partial
limbal deficiency.

To date, to the best of our knowledge and examination of the relevant literature, this is the first
report that informs about its use for this indication. Due to low number of patients, further

studies are required to confirm the efficacy and safety of this technique.
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1.INTRODUCTION

Pterygium is defined as a fibrovascular formation of triangular morphology that extends from
the conjunctiva to the cornea [1]. This neoformation is more frequent in the nasal sector [1],
and it is characterized by inflammation and fibrosis, leading to tissue remodeling [2].
Histopathologically, it affects the conjunctival collagen leading to elastotic degeneration;
Bowman’s membrane and corneal surface destruction are observed along with stem cell
alterations [2]. A higher prevalence has been found in regions located thirtyseven degrees above
and below the equator, with a higher ultraviolet (UV) intensity [1]. Di Girolamo et al. [3] showed
that UV radiation stimulated the expression of matrix metalloproteinase (MMP) -1 in human
ocular epithelial cells; also Nolan et al. [4] found overexpression of heparinbinding epidermal
growth factor (HB-EGF) in pterygial tissue caused by UV radiation, considered as a driving force
in the development of pterygium as it is a potent mitogen. Tsai et al. [5] highlighted in their

study the importance of UV-mediated oxidative DNA damage in the formation of pterygium.

The prevalence of pterygium in the worldwide population is 12%, while in Spain, it would be
5.9% (95% Cl: 4.3-7.9) [6,7]. The most frequent symptoms are nonspecific due to tear film
alteration (irritation, burning, photophobia, tearing, and foreign body sensation). Other
symptoms are less frequent and more specific are pain due to ulceration or decreased visual
acuity because of corneal invasion [8]. Excision surgery is the only effective procedure in the
treatment of pterygium, the usual procedures according to complexity are simple excision [8],
excision with conjunctival autograft (CAG) [8—10], excision with an amniotic membrane (AM)
graft [11], excision with mitomycin C [9,12—-14], excision with limbal autograft [8], and lamellar
sclerokeratoplasty [8]. Pterygium surgery with CAG remains the “gold standard” procedure
placing the donor tissue using either suture or with a biological adhesive [15]. Autograft suturing
requires surgical experience and technical skills. Suzuki et al. [16] reported that the use of silk or
nylon sutures causes conjunctival inflammation and the migration of Langerhans cells in the
cornea. Other drawbacks are increased surgical time, patient discomfort, Dellen, symblepharon,

or graft rupture [17,18].

AM grafting is a widely used technique in ocular surface surgery [19]. The preserved human AM
can be used as a substrate to replace damaged mucosal surfaces, successfully reconstruct the
cornea [20], conjunctival tissues after ocular surface neoplasia excision [21], scleral and corneal
melting and perforations [22,23] and successfully included in pterygium surgery [24]. AM

transplantation (AMT) improves ocular surface epithelialization, reducing inflammation,
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vascularization, and scarring [2,19]. However, some complications like granulomas, superior
anterior scars, symblepharon, and recurrences have been found after using these surgical
techniques [25,26]. Recently, numerous investigations have shown the relevance of platelets in
regeneration processes by releasing biological mediators such as growth factors [27,28]. The
Plasma Rich in Growth Factors (PRGF) is a standardized type of platelet-rich plasma (PRP)with
specific characteristics that differentiate it from other blood-derived products [29,30]. PRGF has
been used in different medical fields [31-33]. Several properties of PRGF added to its autologous
origin and the absence of preservatives and stabilizers offers broad applicability in the
ophthalmic field by using several formulations (eye drops, injectables, fibrin membranes or

fibrin clots) [34-36].

Several studies have evaluated the features of PRGF in its eye drop formulation (ePRGF); it has
been well-tolerated, demonstrating proliferative, cell migration, anti-inflammatory,
antibacterial and antifibrotic capabilities [34,36—38]. Several studies have been carried out to
evaluate the stability and safety of ePRGF during its storage. These studies showed that ePRGF
maintains its biological activity after 12 months of storage under frozen conditions and also for
7 days for its daily use even stored at room temperature. Likewise, no contamination was
observed in any of the different storage conditions and temperatures analyzed [39]. On the
other hand, the tolerance and usefulness of autologous PRGF fibrin membrane (mPRGF) in
ophthalmology have been evaluated as an adjuvant to nonpenetrating deep sclerectomy [40] or
ocular surface disorders [41] with positive results. This study aims to provide information about
the safety and efficacy of mPRGF as a graft for pterygium surgery compared with CAG and AM
grafts.

2. MATERIALS AND METHODS

This prospective, comparative, and observational clinical study evaluates the clinical results in
pterygium surgeries carried out between February 2017 and April 2019 at Miguel Servet
University Hospital, Zaragoza (Spain). This study was carried out following the principles of the
Declaration of Helsinki, the regional clinical research ethics committee (Aragon, Spain) approved
the conduct of this study (Authorization C.P.C.I. EC16/0031). The informed consent was signed

by all patients included in this study.

2.1. Patients
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Patients included in this study had to be over 18 years of age and have a primary pterygium
diagnosis requiring excision surgery (grade 2 or greater) [1]. Patients must have visual acuity
greater than 0.5 Snellen (decimal). Exclusion criteria were: eyelid or conjunctival abnormalities
(trichiasis, entropion, symblepharon), blepharitis, dry eye disease, persistent epithelial defects,
glaucoma, and retinal or autoimmune diseases. Patients were consecutively assigned to one of
these three groups: Group A (surgery performed with CAG), Group B (surgery performed with
fibrin membrane obtained by PRGF technique), Group C (surgery performed with an AM graft,
with the basement membrane facing up). In the particular case of the patients in group B,
coagulation issues and thrombocytopenia were included as exclusion criteria. The type of
treatment received was only known by the surgeon performing the excision and only revealed
after the follow-up time had concluded. The clinical follow-up times were the same for the three
groups: days 1, 7, 15, and months 1, 3, 6, and 12; this is carried out by a surgeon who does not
know the group to which the patient belongs (single blind). Data from previous studies
comparing the use of conjunctival autograft and amniotic membrane were analyzed [42,43], and
the calculated sample size required to detect significant differences, assuming an alpha error of
5% and a beta error of 10%, was 50 patients, including 15 patients in Group A, 25 patients in

Group B, and 10 patients in Group C, with missing cases estimated to be 10%.

2.2. Outcome Measures

The primary outcomes were pterygium recurrence, the Best Corrected Visual Acuity (BCVA), and
graft size. The BCVA measured with Snellen optotype (decimal) was transformed to LogMAR
(Logarithm of the Minimum Angle of Resolution), and the intraocular pressure (IOP) (mmHg)
was measured with Goldmann applanation tonometer. The pterygium grade was evaluated with
a slit lamp [1]: grade 1 (atrophic), grade 2 (intermediate), and grade 3 (fleshy). The pterygium
recurrence was evaluated using the Solomon scale [19]. The Anterior segment optical coherence
tomography (AS-OCT) (DRI OCT Triton®, Topcon Europe Medical B.V, Capelle aan den ljssel, The
Netherlands) was used for baseline measurements of the pterygium size (um): 1. Thickness of
the limbus, 2.Horizontal size, 3.Total horizontal size, and 4.Vertical size. During the
postoperative follow-up, the conjunctival restoration zone was also measured with AS-OCT
(um): 1. Graft central thickness, 2. Graft thickness in the limbus, 3. Graft horizontal size
(measured between the sclerocorneal limbus to the nasal area of the excised conjunctiva), and
4. Graft vertical size. Symptoms related to alterations in the ocular surface were also evaluated,
including the Visual Analogue Scale (VAS) for frequency and severity and the OSDI scale (Ocular
Surface Disease Index) [44]. The presence of a conjunctival defect or other complications were

also evaluated.
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2.3. PRGF Preparation

For the preparation of the autologous mPRGF and ePRGF, an Endoret®-PRGF® ophthalmology
kit (BTl Biotechnology Institute, S.L., Mifiano, Alava, Spain) was used for each patient. Briefly, 50
mL of blood was extracted and processed following the protocol described by Anitua et al. [45].
Then, 12 mL of plasma was activated and incubated at 37 °C for one hour to obtain ePRGF. For
the mPRGF preparation, fraction 2 (F2) (defined as 2 mL above the leukocyte layer) was used to
obtain the mPRGF, while F1 (defined as the remaining plasma above F2) was discarded. For each
membrane, 5 mL of F2 was activated and incubated at 37 °C for 20 minutes, and the obtained
fibrin clot was conformed in a membrane shaper, obtaining about 500 microns thick mPRGF

[41].

2.4. Surgical Procedures

The surgeries were carried out by the same surgeon (MIC). After pterygium excision, different
grafts were applied to each patient. a) Conjunctiva autograft: The superior conjunctiva was used
as a donor site for the graft. The graft was placed with the epithelial side up, and the limbal edge
was positioned toward the limbus. Finally, fibrin glue (Tissucol®, Baxter AG, Vienna, Austria) was
applied to fix the graft. b) PRGF membrane: The membrane was placed over the bare scleral
bed. Tissucol® was applied at the scleral PRGF membrane interface and held until complete
glueing (see Figure 1). The patient received additional treatment with instilled ePRGF four times
a day during the first month after the surgery. c) Amniotic membrane graft: The AM was
obtained from nonpreserved, lyophilized and cryopreserved samples on a cellulose nitrate filter.
The epithelial/basement membrane side was positioned on the “up” side. Tissucol® was applied
at the scleral-AM interface, and the AM was held until complete gluing was achieved. The
postoperative treatment in all groups was the same Chloramphenicol and Dexamethasone eye
ointment for 24-hour with eye bandage and then Dexamethasone/Tobramycin eye drops with

a decreasing dosage for twelve weeks.

Figure 1. Use of mPRGF in pterygium surgery. A) Bare sclera after pterigium surgery, B) mPRGF
was placed over the bare sclera and it was cut according to the size of the resected tissue, C) one
or two drops of fibrin glue was added to the bare sclera, and D) mPRGF was placed over the
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fibrin glue approximating the edges between the conjunctiva and the mPRGF to allow the gluing
between them.

2.5. Statistical Analysis

The Kolmogorov—Smirnov test was performed to analyze the normal distribution. The
continuous data were presented as mean, range, and standard deviation. Paired t-Student test
or the Wilcoxon test was used to analyze the results obtained for all variables in each treatment
group along the follow-up period. The ANOVA test, the Friedman test, or Cochran's Q (in case of
proportions) was used for repeated measurements. For independent data, ANOVA test (normal
distribution) and a subsequent Bonferroni post hoc analysis for multiple comparisons between
groups, Kruskal-Wallis test in the case of nonnormal distribution and chi-square were applied.
The statistical program SPSS version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, United States) was used for the

statistical analysis. A level of p < 0.05 was considered significant for all statistical analysis.

3. RESULTS

Forty-nine eyes (49 patients) with primary pterygium were included, all of them were classified
as grade 2 [1] and were divided into three groups: Group A (13 eyes, 26.5%), Group B (26 eyes,
53.1%), and Group C (10 eyes, 20.4%). The country where patients have lived the longest is

presented in Table 1. Demographic data are presented in Table 2.

Table 1. The country where patients have lived the longest.

Country Group A Group B Group C Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
Ecuador 3(6.1) 7 (14.3) 5(10.2) 15 (30.6)
Spain * 1(2.0) 7 (14.3) 2 (4.1) 10 (20.4)
Nicaragua 3(6.1) 3(6.1) - 6(12.2)
Colombia 2(4.1) 2(4.1) - 4(8.2)
Peru 1(2.0) 1(2.0) 1(2.0) 3(6.1)
Argelia - 2(4.1) - 2(4.1)
Brazil 1(2.0) - - 1(2.0)
Honduras - 1(2.0) - 1(2.0)
Romania - 1(2.0) - 1(2.0)
Senegal 1(2.0) - - 1(2.0)
Uruguay - 1(2.0) - 1(2.0)
Venezuela - - 1(2.0) 1(2.0)
Bolivia - - 1(2.0) 1(2.0)
France 1(2.0) - - 1(2.0)
Dominican Republic - 1(2.0) - 1(2.0)
Overall 13 (26.5) 26 (53.1) 10(20.4) 49 (100)
*all from Zaragoza. Group A: Conjunctival autograft. Group B: mPRGF. Group C: Amniotic
membrane.
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Table 2. Demographics and sun protection.

Group A Group B Group C p-Value

Patients, n (%) 13 (26.5) 26 (53.1) 10 (20.4) -
Age, mean £ SD (range) 44.4 +12.9 (33.0-78.0) 47.5+14.0(31.0-77.0) 47.2+14.0(31.0-82.0) 0.791
Gender, M (%) 8(61.5) 14 (53.8) 4 (40.0) 0.593
Race *

Amerindian, n (%) 8(61.5) 12 (46.2) 8(80.0)

African, n (%) 1(7.7) 3(11.5) 0(0.0) 0.235

European, n (%) 4(30.8) 11 (42.3) 2 (20.0)
Evolution time of the pterygium, mean * SD (range) 8.2+4.6(1.0-16.0) 6.1+5.9(1.0-30.0) 7.5%5.5(2.0-20.0) 0.503
Residence time in Zaragoza, mean + SD (range) 16.2£12.9 (1.0--50.0) 20.2 £22.1(0.0-75.0) 23.8+23.4(6.0-82.0) 0.668
Hours of sun exposure per day, mean + SD (range) 2.52 +3.62 (0.0-10.0) 3.92 £3.39 (0.0-10.0) 2.29 +2.57 (0.0-8.0) 0.306
Sun protection *

None, n (%) 5(38.5) 14 (53.8) 3(30.0)

Hat, n (%) 1(7.7) 4(15.4) 1(10.0)

UV filter glasses + Hat, n (%) 1(7.7) 2(7.7) 2(20.0) 0.429

UV filter glasses (occasional), n (%) 1(7.7) 0(0.0) 0(0.0)

UV filter glasses (usually), n (%) 5(38.5) 4(15.4) 4 (40.0)

Group A: Conjunctival autograft, Group B: mPRGF, Group C: Amniotic membrane, M: Male, SD:
standard deviation, * Percentage calculated within each group, UV: Ultraviolet.

3.1. Visual Acuity and Intraocular Pressure

No changes in BCVA and IOP were observed between the baseline measurement and the end of
each group's follow-up (p > 0.05). Besides, there were no significant differences among the
treatment groups for BVCA and IOP at any follow-up time (see Figure 2). The IOP was maintained

between 13 and 18 mmHg during follow-up in the three groups.
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Figure 2. Visual acuity and Intraocular pressure in the three treatment groups. A) BCVA: Best
Corrected Visual Acuity; Group A: conjunctival autograft; Group B: Membrane - Plasma Rich in
growth factors; Group C: amniotic membrane. No significant differences were found in visual
acuity between the three groups (p > 0.05) during the follow-up time. B). IOP: Intraocular
pressure; Group A: Conjunctival autograft; Group B: Membrane - Plasma Rich in Growth Factors;
Group C: Amniotic Membrane. No significant differences were observed in IOP among the three
groups (p > 0.05) during the entire follow-up time.

3.2. Pterygium Measurement (AS-OCT)

On average, the mPRGF was reabsorbed at 13 days, while AM was reabsorbed on average at 16
days. No statistical differences were obtained between the groups (p > 0.05) in the postsurgical
baseline measurements for any of the variables analyzed (see Table 3). However, significant
differences were found among the treatment groups in each variable analyzed with AS-OCT

during the follow-up time (see Table 3).

Table 3. Graft sizes in each treatment group along the follow-up period measured by AS-OCT.
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Group A Group B Group C
Mean  SD (um) Mean + SD (um) Mean + SD (um) p-Value

Thickness next to limbus 471 +143 478 £ 163 424 £ 110 0.767
Horizontal size from limbus Baseline 2862 + 964 3469 + 1594 2387 + 988 0.106
Total horizontal size 7755+ 2152 7482 + 2817 7971+ 1878 0.876
Vertical size in limbus 6206 + 1236 6010 £ 1666 5343 + 2038 0.461
Day 1 611 +216 455 + 240 412 + 207 0.103

Day 7 620 + 257 ** 359 + 271 452 + 155 0.020

Day 15 356 £ 141 316 £ 286 337 +£119 0.362

Graft central thickness Month 1 324 +£131 207 £ 163 271 +114 0.089
Month 3 252 + 147 ** 84 + 148 231 +147* 0.002

Month 6 229 +90 ** 102+ 124 183 £45 0.011

Month 12 151+ 65 192 + 109 190 + 183 0.503

Day 1 459 + 184 499 + 417 412 + 139 0.929

Day 7 460 + 232 * 248 £ 171 430+ 183 0.005

Day 15 365 £ 159 250 £ 193 27479 0.163

Graft thickness next to limbus  Month 1 314+ 114 259 + 178 273 £109 0.770
Month 3 250 £ 109 ** 79 +118 230+185% 0.002

Month 6 207 £ 60 * 96 £ 115 188 + 98 0.036

Month 12 200191 197 + 115 116 + 37 0.226

Day 1 6499 + 2192 5949 + 2336 5645 + 2047 0.673

Day 7 5813+1894 * 3639+ 2554 4784 + 945 0.044

Day 15 5287 + 2411 3314 £ 2523 5983 + 1028 0.059

Graft horizontal size Month1 4079+ 1309 ** 1048 + 1829 3903 +903 * 0.001
Month 3 4598 + 1492 **¥ 1433 + 2077 2626 + 2346 0.003

Month 6 3809 +1396 ** 1433 + 1908 2176 £ 1928 0.009

Month 12 4815+ 1426 * 1394 + 1456 2299 + 1970 0.003

Day 1 7356 + 2322 7054 + 2713 7882 £1153 0.651

Day 7 7140 £ 2266 5230 + 3640 6476 + 1446 0.355

Day 15 6298 + 1619 5106 + 3559 5983 + 1097 0.442

Graft vertical size Month1l 6881+959 ** 4018 + 3071 5320 + 1906 0.007
Month 3 6951,,‘:*3699 1649 + 2450 3728 + 2259 0.000

Month 6 5926+ 1274 ** 1921+2138 4762 +2507*% 0.000

Month 12 5653 + 824 *¥ 2374 + 2457 2951+ 1702 0.019

Group A: Conjunctival autograft, Group B: mPRGF, Group C: Amniotic membrane, SD: standard
deviation. * Significant differences between group A and B, ** Very significant differences
between group A and B, fSignificant differences between group A and C, #Very significant
differences between group A and C. #Significant differences between group B and C.

Figure 3 shows representative images of a clinical case of a patient treated with a PRGF
membrane graft, evaluating the follow-up by OCT, the mPRGF graft was reabsorbed by the
second week. Subsequently, the evaluations of the graft size are related to the regeneration of
the conjunctival epithelium (see Figure 3).

Figure 4 shows several images obtained from a patient treated with mPRGF as a graft showing

a complete restoration of the conjunctiva during the follow-up period (see Figure 4).
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Horizontal Vertical

Figure 3. OCT graft measurements (um) for mPRGF. Basal: TL: Thickness of the limbus, HS:
Horizontal size, THS: Total horizontal size, and VS: Vertical size. During the postoperative
follow-up the conjunctival restoration zone was measured: GCT: Graft central thickness, GTL:
Graft thickness in the limbus, GHS: Graft horizontal size (measured between the sclerocorneal
limbus to the nasal area of the excised conjunctiva), and GVS: Graft vertical size.

Figure 4. Clinical follow-up of a patient treated with mPRGF in pterygium surgery.

3.3. Pterygium Recurrence: Solomon Scale
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Group A showed lower pterygium recurrence throughout the follow-up, in contrast to groups B
and C. Group A showed differences (p < 0.05) regarding group B at month 1 and 3, and month 6
in comparison with group C. No intraoperative complications were found in the three treatment
groups. A descriptive analysis for recurrence (Solomon scale: grade 4), shows two cases (7.7%)
of the total patients in the Group B (n = 26), and two cases (20.0%) of the total patients in the
Group C (n = 10). Besides, during the first month of follow-up in group A, 3 cases with pyogenic

granulomas were observed (see Table 4).

Table 4. Solomon scale in the different treatment groups.

Month 1 Month 3 Month 6 Month 12

Mean + SD Mean + SD Mean * SD Mean * SD

Group A 1.00+0.00 * 1.08+0.29 * 1.10+0.32* 1.00 £ 0.00
Group B 1.55+0.76 2.06 +0.87 1.88 £ 0.96 1.91+1.04
Group C 1.11+£0.33 2.00+1.22 2.43+1.13 2.17 £0.98

Solomon scale: Grade 1 (normal appearance of the surgery area), Grade 2 (presence of some fine
episcleral vessels without extending beyond the limbus, without any fibrous tissue in the excised
area), Grade 3 (presence of additional fibrous tissue in the excised area without invading the
cornea, Grade 4 (represents a true recurrence with fibrovascular tissue invading the cornea).
Group A: Conjunctival autograft, Group B: mPRGF, Group C: Amniotic membrane. SD: Standard
Deviation. * Significant differences between group A and B (p < 0.05), ¥Significant differences
between group A and C (p <0.05).

3.4. Ocular Surface Symptom Assessment (VAS and OSDI)

The VAS frequency and severity outcomes showed no significant differences (p>0.05) among the
groups at any time of the follow-up time (see Figure 5). The improvement per-centage in VAS
frequency was 35.5% for group A, 86.2% for group B, and 39.1% for group C. The percentage
improvement in VAS severity was 51.8% for group A, 79.5% for group B, and 37.1% for group C.
The analysis of the OSDI questionnaire showed no significant differences among the different
groups at any time of the study, excepting for group A and C, among which significant differences

(p < 0.05) were observed at months 6 and 12 between both groups (see Table 5).
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Figure 5. Visual Analog Scale. A). Frequency. Group A: Conjunctival autograft, Group B:
Membrane-Plasma Rich in Growth Factors, Group C: Amniotic Membrane. B). Severity. Group
A: Conjunctival autograft, Group B: Membrane-Plasma Rich in Growth Factors, Group C:
Amniotic Membrane.

Table 5. Ocular surface disease index (OSDI) outcomes obtained in each treatment group at each
time point of the follow-up.

Baseline Day 7 Day 15 Month 1 Month 3 Month 6 Month 12
mean * SD mean * SD mean + SD mean + SD mean * SD mean * SD mean * SD

Group A 36.82+26.00 36.45+23.24 23.87+18.61 19.60+21.95 22.85+22.85 31.31+24.70 41.48+27.34
Group B 33.92+26.18 42.39+25.60 26.62+25.23 22.41+21.76 20.04+23.11 19.93+23.46 20.68 +24.65

Group C 37.12+26.18 38.85+30.99 12.62+14.79 572+6.68 8.59+14.51 7.87¥+13.97 590%+9.72

Group A: Conjunctival autograft, Group B: mPRGF, Group C: Amniotic membrane, SD: standard
deviation. # Significant differences between group A and C (p <0.05).
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The reduction percentage in total OSDI score was 12.7% for group A, 39.0% for group B, and

84.1% for group C, and this change was significant (p < 0.05) in group B and group C, but not in

group A (p >0.05) (see Table 6). Group B showed significant differences (p < 0.05) in 6 symptoms

(sensitivity to light, sensation of grit, eye pain, use of computer or screen, watching TV, and

wind) with improvement in the OSDI score. However, group C showed only significant

differences (p < 0.05) in two symptoms (blurred vision and low vision) and group A showed no

differences (p > 0.05) in any symptoms.

Table 6. Results of the OSDI questionnaire: by symptom groups.

Baseline Value
mean (range) (range) P
Light sensitivity 2.08 (0-4) 2.00 (0-4) 0.41
Grit feeling 2.15 (0-4) 1.50 (0-4) 0.34
Eye pain 1.00 (0-4) 1.17 (0-4) 1.00
Blurry vision 0.77 (0-3) 1.00 (0-2) 0.49
Bad vision 0.69 (0-3) 1.00 (0-4) 0.59
Read 1.08 (0-4) 2.50 (0-4) 0.24
Group A UseNcl)il':Lcr:lvar N 0.88 (0-4) 0.40 (0-2) 0.32
pu 0.92 (0-4) 1.33 (0-4) 0.85
screen
Watch TV 1.08 (0-4) 1.50 (0-4) 0.56
Wind 2.38 (0-4) 2.83 (0-4) 0.79
Very dry environments 2.46 (0-4) 2.50 (0-4) 1.00
Air conditioning 1.92 (0-4) 1.83 (0-4) 0.79
Total OSDI score 36.82 (0-93) 41.48 (6-61) 0.35
Light sensitivity 1.57 (0-4) 0.92 (0-3) <0.01 *
Grit feeling 1.78 (0-4) 0.83 (0-3) 0.02 *
Eye pain 0.91 (0-4) 0.67 (0-3) <0.01 *
Blurry vision 0.83 (0-3) 1.80 (0-4) 0.19
Bad vision 0.48 (0-3) 0.73 (0-3) 0.16
Read 1.30 (0-4) 0.92 (0-4) 0.06
Group B UseNcl%P;:)c::le::egr N 0.50 (0-4) 0.40 (0-3) 1.00
P 1.48 (0-4) 0.50 (0-3) 0.04 *
screen
Watch TV 1.22 (0-4) 0.83 (0-4) 0.03 *
Wind 2.65 (0-4) 1.50 (0-4) <0.01*
Very dry environments 1.78 (0-4) 0.75 (0-3) 0.06
Air conditioning 1.25 (0-4) 0.58 (0-3) 0.42
Total OSDI score 33.9 (0-77) 20.7 (0-66) <0.01 *
Light sensitivity 1.50 (0-4) 0.33 (0-1) 0.11
Grit feeling 2.30 (0-4) 0.67 (0-3) 0.06
Eye pain 0.70 (0-3) 0.0 (0-0) 0.32
Blurry vision 1.60 (0-4) 0.17 (0-1) 0.03*
Bad vision 1.60 (0-4) 0.17 (0-1) 0.03*
Group € Read 1.00 (0-4) 0.17 (0-1) 1.00
Night driving 1.00 (0-4) 0.00 (0-0) 1.00
Use of computer or 0.78 (0-4) 0.20 (0-1) 0.32
screen
Watch TV 0.40 (0-4) 0.17 (0-1) 0.32
Wind 2.40 (0-4) 0.50 (0-2) 0.07
Very dry environments 2.40 (0-4) 0.17 (0-1) 0.10
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Air conditioning 1.50 (0-4) 0.17 (0-1) 0.10
Total OSDI score 37.1(6-75) 5.9 (0.25) 0.03 *

OSDL Ocular Surface Disease Index; Group A: Conjunctival autograft; Group B: mPRGF
(Membrane of Plasma Rich in Growth Factors); Group C: Amniotic Membrane; * : p value < 0.05.

4. DISCUSSION

Surgical techniques for pterygium treatment have been improved over the years; nowadays, it
is necessary to achieve the closure of the tissue defect, avoid recurrence, improve symptoms of
the ocular surface, and increase life quality of patients [8],[13],[14]. To treat ocular defects and
reduce the risk of ocular perforation, many techniques have been used in the past; these
techniques include AMT, tissue adhesives (collagen, fibrin), animal-based tissue patches, limbal
stem cell transplants, conjunctival autograft transplants or keratoplasty surgery [46,47]. The
recurrence rate is the main result obtained in most clinical studies; meanwhile, the efficacy and
safety results are evaluated using different surgical techniques. In our study, the primary
outcome was pterygium recurrence, a fact that is consistent with the interest of current research

[15].

In recent years, the field of ocular surface tissue regeneration has experienced significant
scientific progress. Some examples include the use of tissue replacements and auto-, allo- and
xeno-grafts for limbal cell therapy, or pterygium surgery, either alone or in com-bination with a
temporary graft such as the AM [48-50]. These grafts are not always useful, mainly due to the
imbalance between demand and tissue availability and the immunological response between
the donor tissue and the host [49,50]. Moreover, the use of allogeneic fibrin glues may
potentially present certain biosafety risks, in the case of the AM these risks will be enhanced
due to its also allogeneic origin as one of its main disadvantages along with the need to require
a tissue bank. Accordingly, using as a graft a safe and effective autologous tissue would be highly
desirable, avoiding the risk of viral or prion transmission. In this sense, mPRGF provides a fibrin
scaffold used as a regenerative and physical support membrane in many ocular defects. PRGF
technology has a standardized protocol that guarantees the reproducibility of the treatment,
the availability of direct costs related to its preparation and use, and immediate availability in
the surgery room. Furthermore, it is also important to highlight that ePRGF is obtained during
the same mPRGF preparation process and used as a postsurgical treatment, thus increasing the

periodical availability of growth factors [34].
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The main PRGF feature and responsible for most of its biological effects is the sustained release
of growth factors. However, the absence of leukocytes in their composition and antibacterial,
anti-inflammatory, and anti-fibrotic activity are also essential characteristics of PRGF [35,51].
The growth factors release from the platelet’s alpha granules is mediated by calcium chloride,
which activates fibrinogen, converted to fibrin, beginning to develop a three-dimensional
acellular matrix with high stability [35,51]. Moreover, being mPRGF a leukocyte free formulation
potentially avoids a faster fibrin degradation kinetics and a more significant proinflammatory
response. It has been demonstrated that this mPRGF fibrin matrix retains trapped in the fibrin
clot, almost 30% of the amount of growth factors after eight days of incubation for its sustained

release [35,51].

Nonetheless, this sustained release has shown an increment of the proliferation and migration
activity of corneal keratocytes and conjunctival fibroblasts and the reduction of the TGF f1-
induced myofibroblast differentiation reducing the number of a-SMA positive cells. This
inhibition limits the fibrosis pathways, especially relevant in the pathogenesis of pterygium and
its tissue remodeling [35,38,51,52]. Several studies have evaluated the potential benefits of
MPRGF alone or in combination with other membranes like AM [34,41], showing a stable closure
of the corneal defect in all patients treated with PRGF with no evidence of infection,

inflammation, or pain [34,41].

In this study, no differences in BCVA and IOP were observed in the intergroup and intragroup
analysis. In the anatomical evaluation, a progressive and sustained decrease in the size
(horizontal and vertical) and thickness of the conjunctiva was observed in group B. In a study
carried out by Zhang et al. [53] in 771 healthy subjects, a full conjunctiva thickness of 240.1 +
29.8 um was shown. In another study, the progression of the graft thickness in 40 pterygium
surgery patients showed a graft thickness of 430 £ 127 um in the primary pterygium group and
461 + 178 um in the recurrent group at one week after surgery and a graft thickness of 109 + 15
pm and 107 + 18 um at month three postoperatively [54]. The results obtained in the present
study showed similar initial postsurgical thicknesses among the three groups for the graft
placement area, most likely due to similar iatrogenic reasons in all procedures. All groups
underwent a size and thickness gradual decrease, being group B the first to show graft thickness
outcomes similar to those reported in healthy subjects at month 1 [53]. Moreover, there were
significant differences between group B and the other two groups in month 3, achieving the
mMPRGF group with the lowest graft thickness outcomes. These findings might be caused by a

combined effect of autologous fibrin degradation and conjunctival tissue remodeling. When a
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fibrin graft is applied for wound healing purposes, this is invaded by surrounding cells, which will
produce a new extracellular matrix to replace the fibrin meshwork, and the new tissue formation
will be regulated by the gradual degradation of the fibrin clot (fibrinolytic process) [55]. The use
of AS-OCT as a diagnostic and follow-up aid in ocular surface diseases such as pterygium or

conjunctival tumors is increasingly common [56,57].

During the healing process in the mPRGF and AM groups, it is suggested that the fibrin
meshwork's degradation occurs, leading to a graft tissue replacement. A study carried out by
Oscar Gris et al. [58] established that AM degradation may take a mean of 12.5 days (3 to 34
days). These results are similar to the use of mPRGF for the surgery of ocular surface disorders,
in which mPRGF complete reabsorption occurred after a mean of 12.67 days [41]. Besides, part
of the fibroblast cells will be transformed into myofibroblasts during the wound healing process,
favoring the epithelial and endothelial cell migration through the graft and promoting wound
contraction [59]. However, the persistence of myofibroblastic cells after wound healing could
lead to the development of scarring tissue. Interestingly, it has been demonstrated that PRGF
formulations reduce the number of myofibroblasts and modulate their action during wound
healing, improving tissue regeneration and avoiding fibrosis formation [60—62]. Further studies
are needed to determine the optimal graft size and degradation kinetics to avoid the risk of fast

degradation that could compromise the pterygium surgery results.

The gold standard for pterygium surgery is excision with conjunctiva autograft, observing a
recurrence between 1.9-8%; on the other hand, in a metaanalysis it was found that the graft
with amniotic membrane has greater recurrence (3.7— 40.9%) than surgery with conjunctival
autograft (2.6-17.7%) [63]. In our study for the Solomon scale, the overall results showed no
statistical differences among the three groups at 12 months of followup (p > 0.05), showing that
the three surgical techniques are similar in pterygium recurrence rates.

A clinical study with 108 patients comparing the use of Plateletrich Fibrin (PRF) Grafts and limbal
conjunctival autografts (LCA) in pterygium surgery has recently been published and it was
observed that the surgery time was shorter in the group PRF (25.0 + 4.2 min) than in the LCA
group (36.5 = 6.3 min) (p < 0.001) [64]. The use of the mPRGF could decrease the surgical time
compared to the conjunctival autograft group, since conjunctival dissection is not necessary; on
the other hand, we believe that the surgical time would be similar to that of the amniotic

membrane group.
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In terms of ocular surface symptoms, the mPRGF group showed a higher percentage of
improvement in VAS frequency (86.2%) and VAS severity (79.5%) compared to the other
treatment groups. Similar results were observed in other studies to treat several ocular surface
diseases with PRGF, in which improvement of the VAS was demonstrated [34,36—-38,41]. For the
OSDI questionnaire, significant improvement was observed in the AM group than in the CAG
group; however, no significant differences were showed between AM and mPRGF groups.
Regarding the categories of symptoms, the mPRGF group obtained significant improvement (p
< 0.05) in 6 of the twelve categories; however, the AM group only improved in 2 categories (p <
0.05), and the CAG group did not improve in any. One of the categories that improved with
mPRGF treatment was eye pain. Several studies in different medical areas have reported pain
improvement after using PRGF [34,36]. The absence of leukocytes and endocannabinoid-
mediated analgesic effects maybe two of the main reasons for the pain reduction scores after

PRGF treatment [35,65].

This study has some limitations, such as the fact that it was carried out at a single center, with a
small cohort, and lacks inflammation biomarker measurements. Further studies are needed to
determine the optimal surgical approach of mPRGF in graft placement and thickness. The results
show that mPRGF is a safe and effective treatment for primary pterygium surgery, which allows
to obtain an autologous graft in an agile way and contributes to preserve the patient’s healthy

conjunctiva.

5. CONCLUSIONS

This is the first clinical study evaluating these three surgical techniques (CAG, AM, and mPRGF)
to the best of our knowledge. The results obtained in this study suggest that the three
evaluated techniques are effective in achieving tissue coverage. Therefore, mPRGF is a safe
and effective treatment for primary pterygium surgery, allowing to obtain an autologous graft
quickly without the need of a tissue bank, and avoiding iatrogenesis in healthy conjunctiva. For
that reason, this new surgical approach may be relevant for those cases of pterygium that

require large excisions or with insufficient healthy conjunctiva.
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INTRODUCTION

Cicatrizing Conjunctivitis (CC) belongs to the group of rare diseases, which can lead to blindness
due to its persistent conjunctival inflammation and progressive fibrosis®. Corneal blindness can
be the result of infectious keratitis, limbal stem cell deficiency (LSCD), persistent epithelial
defects (PED), and even corneal perforations. The incidence of cicatrizing conjunctivitis is largely
unknown. Several studies in Europe have attempted to measure the incidence of the systemic
disease that may cause CC with poor results. In some of these studies the incidence of CC has
been estimated at 1.5 / million inhabitants in Australia and New Zealand and 1.3 / million
inhabitants in the United Kingdom?so it may be defined as a group of rare diseases. The main

etiology of CC is the Ocular mucous membrane pemphigoid (OcMMP) reaching 60% of cases.

Mucous membrane pemphigoid (MMP) is a systemic autoimmune disease, which injures the
mucous membranes of different tissues (conjunctiva, nasal cavity, oropharynx, genital, trachea
and skin), leading to the formation of blisters, with chronic inflammation and progressive
fibrosis, and secondary failure of the organs®. Other causes of CC include Stevens-Johnson
Syndrome / Toxic Epidermal Necrolysis (SJS / NET), linear IgA disease, epidermolysis bullosa
acquisita, CC induced by drugs, graft versus host disease (GVHD), mucocutaneous
paraneoplastic disorders, atopic keratoconjunctivitis, ocular rosacea and squamous neoplasms
of the ocular surface’. The average time to OcMMP diagnosis is 2.5 years due to the difficulty in

diagnosing CC diseases in a first consultation.

Some guidelines are useful in order to make a better approximation to the diagnosis including
microscopic evaluation of a conjunctival biopsy or the photographic screening (focusing on the
shortening of the fornix, subconjunctival scarring, symblepharon, limbic insufficiency and the
cicatricial state of the cornea). However, some others such as the use of direct

immunofluorescence (DIF) have a high false negative rate .

Different laboratory blood tests (detection of autoantibodies, inflammatory markers, etc) are
also among the aids for CC diagnoses. Imnmune-mediated inflammation, as well as the activity of
pro-fibrotic and pro-inflammatory cytokines are some of the main factors that contribute to the
progression of CC. These factors may lead to several conditions such as conjunctival scarring and
their associated complications (entropion, trichiasis, lagophthalmos, dry eye...), ocular surface
diseases (PED, corneal infections, corneal neovascularization, corneal scarring...) and LSCD.

Likewise, all these factors may contribute to persistent ocular pain®.
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The regenerative effect of plasma rich in growth factors (PRGF) in the ophthalmology field has
been demonstrated in different pathologies of the ocular surface and cornea. Some examples
include dry eye disease with different etiologies, neurotrophic keratopathies, corneal ulcers®’,
patients with compromised inflammatory disorders (glaucoma)?, or even patients who have
been previously treated with other blood derivatives or amniotic membranes having
unsatisfactory results!*!2, Several in vitro and in vivo studies have been carried out to illustrate
some of the most relevant biological effects of PRGF. Of particular importance, PRGF exerts anti-
inflammatory, anti-fibrotic, anti-microbial and regenerative effects that are key for its
therapeutic use®. PRGF also increases the proliferation and migration activity of corneal
keratocytes and conjunctival fibroblasts reducing the TGFB-1 activity, leading to a tissue
regeneration approach that limits the fibrosis pathways!*>16,

It has been reported that immunosafe PRGF (isPRGF) treatment, which implies a 1-hour extra
heat treatment at 562 C, preserves the content of most of the proteins and morphogens involved
in the wound healing process while reduces drastically the content of IgE and complement
activity 2. In diseases related to an immune system unbalance and an acute inflammatory
response such as Sjogren Syndrome and GVHD, the effect of isPRGF has been evaluated with
satisfactory results >,

In the present study, the biological role of isPRGF on CC was explored as a novel approach to

this rare disease. To address this, a case series study was carried out with long-term follow-up

in order to evaluate its efficacy and safety.

MATERIAL AND METHODS

This is a retrospective, interventional, non-comparative study of the results and series of cases
of patients diagnosed with CC of several origins and refractory to other therapies. It was
performed at CartujaVision Clinic (Seville, Spain) between January 2016 and June 2019, the study
was approved by the Institutional Review Board. The principles of the Declaration of Helsinki

were followed, and all patients signed the informed consent prior to being of PRGF therapy.

The CC are a group of inflammatory diseases in which the OcMMP is the most frequent.
Diagnosis for CC is based on clinical findings, evolution of the disease which may or may not be
supported by tissue biopsies (DIF analysis) using a standardized evaluation protocol'”!8, All data

were collected from medical records: gender, age, systemic diseases, systemic
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immunomodulatory treatments, and previous ophthalmological treatments (medical and
surgical). The minimum follow-up time of the patients was 6 months, and the main variable was
the control of inflammation in the CC. The conjunctival inflammation was evaluated on a scale
of 0 to 4 depending on severity, 0 (absence of conjunctival inflammation), 1: mild inflammation
(conjunctival hyperemia and mild stromal edema), 2: moderate inflammation (marked
conjunctival hyperemia with stromal edema, and thickening tissue, not conjunctival ulcer or
corneal limbitis), 3: Severe inflammation (inflammation in all four quadrants with severe corneal
edema, corneal limbitis and conjunctival ulceration may be present), 4: Very severe
inflammation (severe inflammation of 4 quadrants, large tissue edema , ulcers and corneal
limbitis, high risk of eye perforation) 7. The CC was classified as severe if it involved 5 mm of
central cornea (pupillary area) with neo-vessels, scarring, ulceration, conjunctivalization or
keratinization®®. All patients underwent an initial exploration under a slit lamp of the ocular
surface, cornea and fundus in pharmacological dilatation. The BCVA (Better Corrected Visual
Acuity), IOP (intraocular pressure) was measured with Goldmann tonometer, the Tear Breakup
time (TBUT) was measured in seconds and using fluorescein as staining, and the Schirmer | test
was also performed and measured in millimeters for 5 minutes, these evaluations were carried

out at the beginning and at each follow-up visit.

Preparation and use of Inmunosafe PRGF

The protocol for the preparation of Endoret-PRGF eye drops (ePRGF) is described in the kit’s
instructions for use and it has been published by Anitua and Col*>®%°, The procedure was carried
out under sterile conditions in the surgical room. To prepare the ePRGF, 70 mL of peripheral
blood was collected into 9 mL tubes with 3.8% sodium citrate as an anticoagulant. Subsequently,
the blood was centrifuged at 580g at room temperature for 8 minutes, using the closed Endoret-
PRGF system (BTI Biotechhnology Institute, S.L., Mifiano, Alava, Spain). The whole column of
PRGF was collected after centrifugation using the Endoret-PRGF ophthalmology kit (BTI
Biotechnology Institute) and avoiding the buffy coat that contains the leukocytes. PRGF eye
drops were incubated with the Plasmaterm H Plus heater (BTl Biotechnology Institute) first at
372C for 1 h. The supernatant was then heat treated at 562C for 1 h to reduce the immunologic
components (immunosafe heat treatment)?. Finally, the plasma supernatant was filtered,
aliquoted, and dispensed for use as eye drops. The immunosafe PRGF eye drop treatment (is-
ePRGF) was then applied at a dose of 1 drop/per eye 4 times a day and deposited in the
conjunctival sac. Interestingly each unit dose could remain up to 72 hours at room temperature
without losing its regenerative properties while the whole rack containing the rest of the

droppers was storage at the patient’s freezer (at -18/-202C). The injectable is-ePRGF was
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obtained from the is-ePRGF droppers and used in the surgical act (subconjunctival injection and

areas of fibrosis) when needed.

Previous chronic treatments were maintained according to medical criteria in order to avoid
systemic complications that could endanger patients' health and compromise the results of the
is-ePRGF ocular treatment. Only once the disease’s clinical manifestations were effectively
controlled, the patients were treated with is-ePRGF. The treatment was divided in three

different phases:

Phase | = Treatment with topical is-ePRGF: application of the eye drops is-for one month (1 drop
in conjunctival sac 4 times a day), associated with topical anti-inflammatory treatment,
lubrication, oral tetracyclines, oral/topical antihistamines, and systemic immunomodulators
Phase Il = Treatment with injected is-ePRGF: Applied in different eye areas as needed (sack
funds, symblepharon bridges, subconjunctival, perilimbal, lacrimal gland, and Intrapalpebral),
this procedure is performed monthly and repeated according to evolution up to a maximum of
6 times, the treatment provided in Phase | is maintained

Phase Il = When the disease has stabilized and large scar sequelae remain, surgical intervention
is considered for visual rehabilitation (phototherapeutic keratectomy — PTK, Keratoprosthesis,
phacoemulsification with Intraocular Lens (I0OL) implantation) and sequential surgery of the
ocular surface, where a therapeutic keratectomy is performed, resection of fibrotic zones,
subconjunctival and intralesional is-ePRGF injection was then made, and Phase | treatment

maintained on an outpatient care for at least 3 months.

The safety profile of the use of topical and injected is-ePRGF was evaluated. Inflammatory
recurrences, rescue treatments, additional surgeries during follow-up and infectious

complications were agreed to be reported.

Statistical analysis

Descriptive statistics was performed using absolute and relative frequencies for qualitative
variables, and for quantitative variables the mean and standard deviation were used. The non-
parametric Wilcoxon statistical test was used for quantitative variables when required, the
McNemar test and Chi square for categorical variables. The level of statistical significance was
at p <0.05. The statistical software used was SPSS v22.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,

USA), Excel software version 14.0 (Microsoft Office 2011, Microsoft Corp) was also used.
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RESULTS

Ten eyes from six Caucasian patients with CC were evaluated in this study (Table 1). Three
patients (50%) were male and three were female (50%). Two patients (one male and one female)
had only one eye affected, while the remaining ones (four) had both eyes affected. The mean
age of the patients was 59.7 years (SD = 16.5 range 39-80). The pre-treatment diagnosis included
SIS (3 patients and 5 eyes) and OcMMP (3 patients and 5 eyes). All patients were diagnosed at
least 60 months before the beginning of the study. No results of conjunctival biopsies were

reported neither at the beginning nor during the course of this study.

In addition to the ophthalmological involvement of autoimmune disease, other tissues were
compromised: mouth and skin (three patients), face and scalp (one patient). All patients had
previously received topical treatment cycles (dexamethasone, artificial tear, moxifloxacin,
fusidic acid, azelastine) and immunomodulatory treatment (azathioprine 50 mg / day) without
achieving clinical stability on their ocular manifestations. Previous topical and systemic
treatments were maintained throughout the study (Table 1). All patients presented in addition
to the CC some other ocular diagnosis including glaucoma (2 eyes of 2 patients), aphakia (1 eye
of 1 patient), pseudophakia (6 eyes of 4 patients), LSCD (2 eyes of 1 patient) and cataract (2 eyes
of 1 patient). In the fundus, no abnormalities were detected in the initial examination or during

the follow-up.

A total of 50% percent of the cases were considered severe CC, that is, with the 4 affected
quadrants, presenting edema, and also being able to suffer from limbitis and ulcerations. The
initial inflammation ranged between grades 2 to 4; with 4 eyes (40%) with degree of
inflammation 2 being classified, two eyes (20%) with degree of inflammation 3 and four eyes
(40%) with degree of inflammation 4 (Table 2). The mean follow-up time was 23.1 months (+
6.7, range 13.6-30.3). A total of 20% of cases (2 eyes) required only phase | treatment to achieve
clinical stability, 70% of cases (7 eyes) required phases | and Il to achieve stability, while only

10% of cases (1 eye) required the 3 phases of is-ePRGF treatment to achieve clinical stability.

The initial degree of inflammation was: 2 in four eyes (40%), 3 in two eyes (20%), and grade 4 in
four eyes (40%); and the degree of inflammation at the end of the follow-up was: 1 in all eyes
(100%), with a statistically significant decrease in inflammation (p = 0.004). Overall, the values

of the degree of inflammation went from 2.9 £ 1.1 to 1.0 + 0.0 which implies going from an
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inflammation considered severe to a mild inflammation (Table 3). From a total of 3 patients (5

eyes) who were initially considered as severe CC, only one eye of one patient became cataloged

as severe CC at the end of the treatment (p = 0.046).

Table | Characteristics of Patients with Cicatrizing Conjunctivitis

Patient/ Eye | Diagnostic | Commitment in Other Previous Topical Previous Systemic
Gender/Age Other Tissues Ophthalmological Diagnoses | Treatment Treatment
\IFI77 RE 35 Face and scalp Glaucomal/Aphakia Dex + AT MNo
2/F(39 RE 55 Mouth and skin MNo/Transparent Dex + Mox + AT MNo
LE Pseudophakia Dex + Mox + AT
3/M/80* RE OcMMP Mouth and skin LSCD/Pseudophakia Dex + FA + AT Azt
LE LSCD/Pseudophakia Dex + FA + AT
4/F/55* RE OcMMP No Cataract Dex + AZ + AT Azt
LE Cataract Dex + AZ + AT
5/M/74* RE OcMMP Mo Glaucoma/Pseudophakia Dex + AT Azt
6/M/M49 RE 5)S Mouth and skin Pseudophakia Dex + AT Azt
LE Pseudophakia Dex + AT

Note: *Autcimmune disease.
Abbreviations: RE, right eye; LE, left eye; 55, Stevens—Johnson syndrome; OcMMF, ocular mucous membrane
dexamethasone; AT, artificial tear; Mox, moxifloxacin; FA, fusidic acid; AZ, azelsting; Azt, azathioprine.

Table 2 Results of Treatment with PRGF in Phases

pemphigoid; LSCD,

limbal stem cell deficiency; Dex,

Patient | Eye | Initial Severe Initial Final Phase to Achieve | Follow-Up | Initial Final
Cicatrizing Inflammation | Inflammation | Inflammation Time BCVA BCVA
Conjunctivitis Degree Degree Control (Months) (LogMAR) | (LogMAR)

| RE No 2 | | 29,7 0,699 1,000
2 RE No 3 | | 13,6 0,000 0,000

LE No 2 | 1l 13,6 0,301 0,301
3 RE Yes 4 | Il 303 3,000 1,000

LE Yes 4 | Il 303 3,000 3,000
4 RE No 2 | Il 74 0,000 0,000

LE No 2 | Il 212 0,000 0,000
5 RE Yes 3 | Il 267 1,000 1,000
6 RE Yes 4 | Il 184 3,000 3,000

LE Yes 4 | Il 184 3,000 0,155

Abbreviations: PRGF, plasma rich in growth factors; RE, right eye; LE, left eye; BCVA, best corrected visual acuity.
Table 3 Overall Results of Treatment with PRGF
Initial Final p-value

BCVA, mean + 5D (range) (LogMAR) 1,400 = 1,413 (0,000-3,000) 0,946 = 1,163 (0,000-3,000) 0285
Inflammation degree, mean # SD (range) 29 £ 1,1 (1,0-4,0) 1,0 £ 0.0 (1,0-1,0) 0,004*
IOP, mean % 5D (range) mmHg 21,8+ 42 (150-27.,0) 13,3 £ 24 (12,0-18,0) 0,027*
TBUT, mean £ 5D (range) s 94 % 1,3 (7.0-11,0) 9,7 £ 0,8 (8,0-10,0) 0,336
Schirmer | test, mean % 5D (range), s 15,0+ 53 (10,0-20,0) 214+ 63 (150-30,0) 0,057
Severe cicatrizing conjunctivitis, n (%) 5 (50) I (10) 0,046

Note: *p-value (<0.05).

Abbreviations: PRGF, plasma rich in growth factors; BCVA, best corrected visual acuity (LogMAR); SD, standard deviation; |OF intraocular pressure; TBUT, tear breakup

time.
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The IOP changed from initial values of 21.8 + 4.2 mmHg to final values of 13.3 £ 2.4 mmHg (p =
0.027). TBUT changed from pre-treatment values of 9.4 (SD + 1.3) to post-treatment values of
9.7 (SD % 0.8) showing no statistically significant improvement. The initial Schirmer | test was
15.0 + 5.3 and at the end of the follow-up it was 21.4 + 6.3, with an improvement of 42.7% (p =
0.057) (Table 3).

BCVA improvement was observed in two cases (20%), it remained stable in 7 cases (70%), and
worsened only in one case (10%). In patient 1, the BCVA changed from 0.2 decimal (0.699
LogMAR) to 0.1 decimal (1,000 LogMAR), worsening 43.1%, however the right eye of patient 3
improved the BCVA by 66.7% and in the left eye of patient 6 improved 94.8%. Overall, visual
acuity did not suffer statistically significant improvements, from values of 1,400 (SD * 1,413)

LogMAR prior to treatment to values of 0.946 (SD + 1.163) LogMAR after treatment.

In the analysis by groups according to the etiology of the CC, it is obtained that 50% corresponds
to SIS and the other 50% corresponds to OcMMP, which show identical results in the initial
degree of inflammation 3.0 £ 1.0 and in the degree of final inflammation 1.0 + 0.0, obtaining a
statistically significant reduction in both groups (p = 0.041) (Figure 1). The corneal tissue
regeneration can be assessed using the optical coherence tomography, as was observed in a
case with SJS who received treatment with is-ePRGF for one year, requiring only phase | and Il

of treatment to achieve clinical stability (Figure 2).

Regarding safety, no adverse effects were reported at any of the phases during this study, this

includes both topical and injected is-ePRGF.
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Figure 1 Degree of inflammation according to etiology of cicatrizing conjunctivitis. Note: *p < 0.05.
Abbreviations: SIS, Stevens—Johnson syndrome; OcMMP, ocular mucous mem- brane pemphigoid.

DISCUSSION

The CC are diseases that need a systemic immunomodulatory and ophthalmological approach
(repair, anti-fibrotic and regenerative). In many cases, the therapeutic failure is due to non-
controlled inflammatory or fibrotic process**. PRGF is an autologous blood derivative with
great versatility in ophthalmology. Indeed, the different PRGF-based formulations including
injectable liquid, eye drops, clot and membrane (for outpatient treatment and surgical use) exert
regenerative, anti-inflammatory, antifibrotic, anti-bacterial, proliferative and cell migration
properties'#!>1® Therefore, CC therapy should be focused on regeneration and on avoiding
inflammation and fibrosis before reaching risk of corneal blindness and/or other ocular surface
complications. In this particular study, and with the aim of avoiding potential risk of certain side
effects related to the PRGF’s IgE levels and complement activity in autoimmune diseases or

other refractory cases to the treatment, we decided to apply Immunosafe PRGF formulations.

The treatment of CC should be oriented towards the following key points: 1) Control of ocular
surface disease (ex: trichiasis, entropion, PED, dry eye, etc); 2) Control of immune-mediated
inflammation with systemic drugs (prednosolone, immunoglobulins 1V, cyclophosphamide,
mycophenolate mofetil, azathioprine, methotrexate, dapsone, sulfapyridine, rituximab [Anti-

CD20], infliximab [anti-TNFa]); 3) Control of fibrosis (reconstructive surgical treatment, topical
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anti-inflammatory, regenerative therapies); 4) Prophylaxis in corneal ulcers and exposure; 5)
improved vision in patients with corneal blindness>?!. Antimetabolites therapy (Mitomycin C:
MMC, 5 fluorouracil: 5-FU) is among the conjunctival antifibrotic strategies most used to treat
CC, although this treatment has some drawbacks such as the risks of three scleral thinning and
the anterior chamber toxicity. Over-expression of TGFB in patients with CC increases fibroblast
proliferation, migration, collagen contraction, myofibroblastic transformation and increased
secretion of extracellular matrix (collagen |, lll and fibronectin). Hence, the development of a
therapeutic tool to modulate TGFB response could be an alternative for the treatment of
patients with CC?2. Clinical investigations include the use of antibodies against TGF and the use

of Rho kinase inhibitors?32.

A preclinical study showed that PRGF treatment reduced drastically the number of a-smooth
muscle actin (a-SMA) positive cells in human keratocytes and human conjunctival fibroblasts cell
cultures treated for 3 days with TGFB-1. According to this study, PRGF reduces fibrosis involved
in the wound healing process by significantly inhibiting TGF Bl1-induced myofibroblast
differentiation®. In addition, for ocular autoimmune related diseases, it has been demonstrated
that an extra 1-h heat treatment at 562C of the autologous PRGF eye drop formulation does not
alter some of its protein and growth factor content, both involved in the regeneration process,
nor its therapeutic potential?®®, and they can be correlated with the results obtained by Freire et
al®®. At the same time, PRGF inactivation preserves the content of most of the proteins and
morphogens involved in the wound healing effects while reducing drastically the content of IgE
and complement activity. The latter could be effective for the treatment of ocular disorders in
those patients where immunoglobulin IgE has a main role in the pathogenesis of their

diseases®1029,

Right Eye Left Eye
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Figure 2. Patient with Stevens—Johnson syndrome treated with PRGF (eye drops and injectable) for one year. The
regeneration of the epithelial and stromal tissue is observed in the right eye (A and B) and left eye (C and D) when
evaluated with anterior segment OCT (optical coherence tomography).

The objective of this study was evaluating the efficacy and safety of isSPRGF using its injectable
and eye drops formulations as a novel approach in patients with CC with at least 60 weeks of
evolution with poor results in their ocular manifestations and high risk of complications. To the
best of our knowledge, this is the first report using isPRGF in an up to three phases treatment
for the control of the pathology’s ocular symptoms. Moreover, this is the first report using these
two combined PRGF applications (topical and injected is-ePRGF) for any ocular surface
treatment. The use of topical is-ePRGF in the pre-surgical phase, improves inflammation control
and reduces fibrosis, on the other hand the use of injectable is-ePRGF in subconjunctival and
intralesional injections at the surgical phase, also contribute to the control inflammation and
decrease the risk of fibrotic tract formation. The use of topical is-ePRGF after the surgical
treatment is also recommended in order to better control the inflammation and fibrosis listed

above.

In this study the inflammation and severity outcomes showed a significant improvement (p <
0.05) for the 6 patients treated during the follow up (mean 23.1 weeks). Ten out of 10 eyes
treated presented an inflammation grade improvement (p < 0.004) and from 5 eyes initially
considered as severe CC only 1 remained with this status (p < 0.046). The IOP also showed a
significant improvement (p < 0.027), results similar to those obtained in other PRGF related
studies®1%%, being some of these directly or indirectly related to glaucoma?. Further studies
may be very useful in order to clarify the role of PRGF for the management of the IOP and its

clinical applications.

The study has certain limitations: first it is a retrospective and non-comparative study. Second,
being CC considered as a rare disease, the recruitment of patients for the study has been
challenging, and thus only a limited number of patients were included. However, according to
our understanding, this study with is-ePRGF can be considered an initial clinical proof of content

which may help to promote new clinical trials in this particular topic in the future.

CONCLUSION
This preliminary study suggests that is-ePRGF (through its role in the modulation of TGFp in the

ocular surface and corneal tissues, and control of inflammatory processes) can decrease /
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reverse fibrosis in patients with CC. It also suggests that for those patients with autoimmune
diseases and/or difficult management due to a high risk of fibrosis and inflammation recurrence,
lower IgE levels and decreased complement activity may also be helpful for obtaining long term
fibrosis and inflammation reduction outcomes. Hence, though studies with a larger cohort of
patients are needed, medical treatment with is-ePRGF, as an adjuvant to systemic
immunomodulation and surgery in patients with CC, may be considered as a novel therapeutic

option, promoting cell migration and proliferation, and therefore enhancing tissue regeneration.
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Los rapidos avances en el campo de la medicina, asi como el ya conocido aumento de la
esperanza de vida y con ello, de muchas enfermedades relacionadas con la edad, han traido
consigo la apariciéon de multitud de procedimientos muchos de los cuales estan enfocados, bien
en la prevencion o bien en el tratamiento, de una forma menos invasiva. Varias de estas nuevas
terapias de regeneracion tisular proporcionan nuevas alternativas médicas personalizadas para
los pacientes mediante el uso de tratamientos bioldgicos regenerativos [7]. La mejor
comprension de los mecanismos implicados en la remodelacion tisular y la recuperacion
funcional es uno de los puntos clave para su desarrollo, animando a investigadores de diferentes
disciplinas a desarrollar nuevos métodos y materiales biomiméticos para favorecer y acelerar la

regeneracidn tisular en una amplia gama de enfermedades en diversos campos médicos [9, 300].

Existen varias terapias bioldgicas que tratan de promover o replicar los procesos fisiolégicos de
regeneracién mediante el uso de la sangre como el suero fetal bovino, el suero del corddn
umbilical o el suero alogénico. También se ha dado el caso de usar tejidos como la membrana
amnidtica, afiadiendo a sus propiedades regenerativas un elemento de soporte que promueva
y facilite una mas rdpida regeneracién de los defectos oculares. Sin embargo, sigue existiendo
una latente preocupacion por el riesgo de transmisién de enfermedades infecciosas, reacciones
alérgicas o aparicién de granulomas (neoformacién protuberante de caracter benigno), debido
al origen heterdlogo o alogénico de algunas de estas terapias, representando un obstdculo en la
estandarizacién de su uso. Ademas de esto, la logistica y la regulacidon que intervienen en el
proceso de elaboracién, algo que no favorece a aquellos centros que no dispongan de banco de
tejidos o requieran de esta tecnologia con cierta inmediatez, haciendo que este tipo de
tratamientos sean mas dificiles de implementar en comparacién con algunos tratamientos
autélogos. Esto representara una dificultad afadida a la hora de generar suficiente evidencia

cientifica que respalde en un futuro su uso generalizado [75, 77, 196, 301].

El uso de la sangre autdloga, sin embargo, podria simplificar ciertas barreras tanto logisticas
como de bioseguridad, siendo un posible motivo por el que encontramos actualmente una
mayor cantidad de evidencia publicada al respecto [302], no solamente relacionada con el SA
gue existe desde hace algunas décadas [12, 303], sino que también se ha investigado el uso de
otros colirios autdlogos derivados de la sangre que han reportado buenos resultados, dado su

contenido en GFs [91, 276, 304].

Sin embargo, y tal y como se ha abordado en la introduccién de la presente tesis doctoral, el

proceso natural de regeneracidn, involucra un complejo conjunto de eventos bioldgicos que
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incluyen, entre otros, la accidn y sinergia de un céctel de GFs, pero también una matriz o
"andamio" que soporta el nuevo tejido en remodelacién [305]. Estos GFs cumplen un
importante papel al coordinar un gran nimero de vias intercelulares e intracelulares relativas a
la comunicacion intercelular, pero también funciones bioldgicas como la proliferacion celular, la
supervivencia celular, la migracién, la diferenciacién e incluso la apoptosis, todo ello con el
objetivo de restaurar la integridad del tejido y su hemostasia [306]. Y aunque el uso en
oftalmologia de este tipo de tratamientos es principalmente tépico, parece tener todo el sentido
la incorporacién de una membrana de fibrina que aporte capacidades regenerativas,
antiinflamatorias o antifibréticas propias de los GFs, junto con el papel de soporte la propia
fibrina permitiendo abordar un amplio rango cirugias y tratamientos entre los que se encuentra

la cirugia de pterigion [94].

Existen, sin embargo, casos como las conjuntivitis cicatrizantes (CC), donde un control de la
inflamacidn y fibrosis resulta crucial para su manejo. Por si esto no fuera suficiente, en muchos
de estos casos existe ademas un componente autoinmune que aumenta el ya de por si elevado
riesgo de una recidiva agresiva ante un abordaje quirurgico. La dificultad en el manejo de estas
manifestaciones oculares hace que la busqueda de nuevos abordajes o la adaptacién de los ya
existentes tenga cabida para ayudar tanto a facultativos como pacientes. Por este motivo,
entendemos que la evaluacidn del uso de las formulaciones mPRGF e is-ePRGF en indicaciones
como el pterigion y las CC pueden resultar de utilidad para obtener informacion relevante que

ayude a la estandarizacidon en el uso de las mismas.

Los dos primeros trabajos experimentales estan motivados por el uso de mPRGF a modo de
injerto, y es que los buenos resultados de mPRGF en otras especialidades médicas debido a sus
propiedades y caracteristicas biomecdnicas [269] han promovido la incursién de esta
formulacién en cirugias oculares donde existe escasa evidencia publicada sobre el uso de fibrina
autdloga y esta se limita principalmente a defectos corneales [33, 307]. Precisamente en los
ultimos afos, han sido publicados dos estudios en los que se utilizé el uso de mPRGF en sendas
series de casos con fines quirdrgicos entre los afios 2015 y 2017 en los centros Instituto
oftalmoldgico Fernandez Vega (Oviedo, Espafia) y Bascom Palmer Eye Institute (Miami, USA)
[285, 286]. Dichos estudios se basan en una suma de 29 pacientes con varias enfermedades
corneales o conjuntivales (DEP, queratoplastia, o perforacion corneal entre otros) donde se
suturd a la superficie ocular mPRGF tanto sola como combinada con membrana amnidtica (MA).

El 100% de los pacientes mostraron mejoria y curiosamente en ambos estudios el 86,7%
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lograron el cierre completo del defecto acompafiado de mejoras en la agudeza visual, mientras

que la PIO y la inflamacidn se mantuvieron estables.

Curiosamente, la MA se habia comparado con la fibrina autdloga en cirugia orales, donde esta
no mostraba superioridad en la regeneracion del tejido gingival [308-310]. Sin embargo, para
oftalmologia, en el estudio de Sanchez-Avila et al. se evalud la diferencia entre el subgrupo de
pacientes operado exclusivamente con mPRGF y aquellos sometidos a la colocacién combinada
de mPRGF y MA [286]. Los resultados de la colocacién combinada, aunque positivos, mostraron
un mayor tiempo de cierre del defecto del grupo de mPRGF + MA comparado con el que usé
MPRGF solamente (una media de 2,4 meses frente a 4 meses). Ademas de mejores resultados
en tiempos de cierre, el uso de mPRGF por si sola, arrojo mejores resultados de BCVA (figura
29), lo cual parece sugerir que el uso combinado de ambos injertos que, lejos de ser sinérgico,

podria ser contraproducente.
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Figura 29. Resultados en mejora de la agudeza visual en porcentaje (gréfica 1) y tiempo de cierre del defecto en meses (grafica 2).
BCVA-= best corrected visual aquity, MA= membrana amnidtica, HTED= tiempo de cierre del defecto epitelial. Adaptado de [286]

Hasta el momento, no existen precedentes en la publicacion del uso de mPRGF que se centren
exclusivamente en la cirugia de pterigion. Esta neoformacién fibrovascular parece tener una
mayor prevalencia en regiones geograficas con alta exposicién al sol e intensidad ultravioleta
(UV) [52], y es relevante recalcar que se caracteriza por producir cambios morfoldgicos en el
tejido, inflamacidn y fibrosis. La cirugia es el Unico procedimiento eficaz para su tratamiento,
por lo que, es necesario diferenciar primero entre pterigion de nueva formacién (primario) o si
ha sido ya operado con anterioridad (recidivado), ya que, segun su morfologia, vascularizacion,

compromiso limbar o grado de invasion, el abordaje quirdrgico puede variar significativamente.
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La primera parte del procedimiento implica siempre la escision completa del pterigion, mediante
la diseccion del mismo a nivel del limbo y avulsidn de la cabeza, seguido de una queratectomia
eliminando los restos de tejido fibrovascular adheridos. La posterior escision de la cabeza debera
abarcar tanto el perigion adherido a la cdrnea como el tejido fibrovascular y la Tenon que limita
con la episclera con el fin de reducir la posibilidad de recidivas. En el caso de cirugias de pterigion
ya recidivados, esta escision se torna mas compleja debido a una mayor adherencia del mismo

a la esclera subyacente e incluso en ocasiones a la musculatura.

Tras este primer procedimiento existen diversas opciones con el fin de promover una mejor
regeneracién que pueden incluir la colocacién de un injerto implantado sobre el lecho escleral
desnudo. De hecho, las cirugias en las que se deja la esclera desnuda y en las que se realiza una
escision simple con cierre conjuntival por sutura estan actualmente en desuso, dado las altas
tasas de recidiva que pueden ir desde el 40% a incluso el 80% segun diferentes autores [52, 311].
Por este motivo utilizar un injerto sobre el lecho escleral desnudo que reemplace el tejido o que
sirva de soporte para la regeneracién queda a la eleccion del cirujano con el fin de cubrir el
defecto conjuntival generado tras la escision del pterigion a la vez que se reestablece la funcion
de barrera del limbo. Incluir o no agentes antifibréticos como la Mitomicina C (MMC) o el 5-
fluorouracilo (5-FU) o afiadir o no a la cirugia autoinjerto de limbo o incluso
escleroqueratoplastia lamelar, dependera de necesidades concretas de la propia cirugia. Pero
cifiéndonos estrictamente al tipo de injerto utilizado, las cirugias de escision mas plastia con
autoinjerto de conjuntiva (AIC) y la escisién con injerto de membrana amnidtica serian, por ese

orden, los dos procedimientos principalmente utilizados en la actualidad [311-317].

Existe un cierto consenso por el que la técnica de autoinjerto conjuntival sigue siendo el “gold
standard” dado su caracter epitelizante y baja concentracidn de citoquinas inflamatorias. Desde
su descripcién inicial en 1985 presenta un bajo indice de recurrencia reduciendo de forma
significativa el numero de complicaciones derivadas de otras técnicas, como el adelgazamiento
escleral o el dafio en el limbo adyacente [318]. Aun asi existe riesgo de recidiva si no se realizase
un adecuado procedimiento quirldrgico tanto en la reseccion del tejido dafiado como en la
obtencidn del tejido donante [319]. En los ultimos afios el uso de la membrana amnidtica para
cirugias de pterigion recidivado o cuando la calidad o cantidad de conjuntiva donante no era la
idénea, ha cobrado relevancia. Y aunque la optimizacidon y estandarizacién de la técnica
quirargica en su colocacién podria llevar a esta técnica a alcanzar buenas tasas de recidiva en
cirugias de pterigion tanto primario como recidivado, los resultados aun no otorgan una clara

ventaja a esta técnica [59, 320]. Por otro lado, la irrupcién de las membranas autélogas de fibrina
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en el ambito de la oftalmologia podria presentar una alternativa real frente a estos dos tipos de
injertos mencionados, ofreciendo la posibilidad de realizar de una forma rapida y segura un

injerto autdélogo con propiedades regenerativas [285, 286].

En las cirugias de pterigion la principal variable que marca el éxito quirurgico a largo plazo es la
recidiva. Este criterio es undanime cuando ocurre un nuevo crecimiento con invasién corneal de
mas de 1’5 mm [321], sin embargo, en otras ocasiones donde no existe afectacién corneal, el
resultado quirdrgico muestra claros signos que tienen que ver con la calidad del tejido y su
vascularizacidon. Por este motivo varios autores se guian por los criterios expuestos por
Prawasabath et al., considerando recurrencia conjuntival a casos que presenten proliferacion
fibrovascular y/o aparicidon de una cicatriz fibrosa traccional. El riesgo de recidiva se asocia por
tanto a la morfologia e histologia del tejido que reemplaza la zona resecada. Es por eso, que las
principales clasificaciones como las escalas de Solomon et al. [322] y Prabhasawat et al. [59]
dividen los resultados estéticos después de la cirugia de pterigion en 4 grados siendo 1 el que
menor el grado de inflamacién y crecimiento fibrovascular presenta y 4 el que mas. Las
herramientas mas utilizadas para la evaluacién post quirdrgica de estas cirugias son la ldmpara

de hendidura tras la instilacion con fluoresceina si como la PIO, la BCVA o la escala de VAS [323].

Como primera aproximacién a los objetivos de la presente tesis doctoral se han evaluado la
eficaciay seguridad del injerto de mPRGF presentando como una prueba de concepto un estudio
observacional, retrospectivo, intervencionista, no comparativo de dos casos clinicos de pterigion
recidivados. El comportamiento biomecanico del injerto de mPRGF suturado, las variables
habituales consideradas en este tipo de cirugia, asi como los posibles efectos adversos, podrian
servir como preludio a estudios posteriores comparativos y con un mayor tamafio muestral. Se
afiade ademads el uso de ePRGF como una via de aporte continuado de GF que contrarreste la
liberacion de los mismos por parte de la mPRGF y que prolongue las propiedades bioldgicas

previamente descritas.

El pterigion recidivado o recurrente es una entidad patologia que se diferencia del pterigion
primario en aquellos eventos relacionados con la formacién de nuevo tejido promovidos por la
iatrogenia del acto quirudrgico. Una segunda intervencién suele requerir injertos mas grandes
debido a la eliminacidn de la conjuntiva fibrética y de la Tenon, por lo que, en ausencia de
conjuntiva sana o de suficiente calidad, se suele optar por la utilizacién de otros injertos
sustitutivos como la MA, que combina efectos de soporte y regenerativos [324, 325]. Sin

embargo, el uso de la MA, ademas de suponer un mayor coste econémico, presenta mayores
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tasas de recurrencia que el AIC, tanto en pterigion primario como recidivado, que varian entre
el 3.8 y el 40.9% [320]. El uso de MMCy el 5-FU como adyuvantes, si bien parece tener especial
sentido en estos tejidos recidivados, tampoco parece haber resultado definitivo en la reduccidn
de las tasas de recurrencia situdndose en rangos que van desde el 8,7% hasta el 27,3% [326-
328]. Ademads, como ya se ha indicado, estas sustancias no estan exentas de provocar

complicaciones en la superficie ocular o el endotelio corneal [329, 330].

Todas estas dificultades en el manejo de los pacientes de pterigion recidivado, hacen que no
parezca existir, al menos de momento, un protocolo de actuacién o técnica concreta que
obtenga un amplio respaldo y consenso entre la comunidad médica. Por ese motivo, en el primer
trabajo de esta tesis doctoral se propone el tratamiento con mPRGF en funcidn de su capacidad
para inducir la regeneracion de tejidos y su potencial antiinflamatorio y antifibrético [196] en
lugar de una segunda colocacién de AIC. Los principales motivos que llevan a tomar esta decision
son que ambos casos clinicos presentan la recidiva de un pterigion que ya habian sido
previamente operados con AIC 3 y 9 afos antes presentando una superficie ocular muy dafiada,
marcada por una translucidez carnosa de pterigion y con el grado mas alto de vascularizacion
episcleral, lo cual los sitda en el punto de mayor riesgo de recidiva tras un AIC [52]. Ademas, en
estos casos, la inflamacién no respondia a las inyecciones secuenciales de 5-FU, y aunque otra
opcién terapéutica disponibles para estos casos era la MA, esta se descartd debido a una mayor
limitacion en la disponibilidad de la misma en el centro clinico. Durante el acto quirdrgico, se
procede en primer lugar a la reseccion del pterigion bajo anestesia retrobulbar, seguida de la
colocacién del injerto de mPRGF de 2 grosores diferentes a modo de tejido de andamiaje que

favorezca la restauracidn del tejido.

Para la elaboracidon de la formulacion mPRGF se siguieron los pasos descritos en la técnica, y que
consistian en el aplanamiento de la mPRGF resultante hasta obtener un injerto de grosor
variable (figura 30) y se prescribié tratamiento coadyuvante ePRGF con una posologia de 4

gotas/dia durante 6 semanas.

Figura 30. Esquema de la obtencién y aplanamiento de la mPRGF. Obtencién de mPRGF tras su activacion. Colocacién en dispositivo
de prensado. Obtencién de una mPRGF aplanada.
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La ausencia de recidiva y el comportamiento del injerto marcan en gran medida el éxito de la
cirugia, asi como la viabilidad del uso intraquirdrgico de mPRGF. En ninguno de los casos se
observé recidiva durante el seguimiento de 1 y 3 afios respectivamente. La evaluacion
biomicroscépica mediante l[dmpara de hendidura mostré en ambos casos una regeneracién
completa y estable del lecho conjuntival y no se observaron signos de recurrencia corneal ni
conjuntival, granuloma, formacién de simbléfaron o dolor durante todo el tiempo de

seguimiento (figura 31). Ademas, en ambos casos presentados la BCVA mejord notablemente.

Tanto la velocidad de reabsorcion del injerto de mPRGF como el tiempo de reepitelizacion
podrian depender de diferentes factores como el grado de inflamacion (ya sea previamente
existente o concomitante y producida por cirugia) asi como las caracteristicas fisicas y bioldgicas
del injerto de fibrina. Por otro lado, diversos estudios sugieren que el uso de suturas
reabsorbibles de poliglactina podria suponer una desventaja en lo que respecta a la inflamacion
conjuntival y la hiperemia de la zona del injerto, asi como en lo que respecta al mantenimiento
de las fuerzas tensiles tras la cirugia por lo que en este caso se decidié usar suturas de nylon 10-
0 [331, 332], en lalinea de lo publicado con el uso de mPRGF en cirugias de la superficie ocular

[285, 286].

En el caso 1, el grosor de la mPRGF colocada fue de 500um y una semana después de la
intervencidn se observé un correcto posicionamiento de la membrana y una tincién positiva de
fluoresceina del injerto, lo cual implica la epitelizacion. La reabsorcién de la mPRGF en el drea
del injerto se observd en la visita de la semana 3 y fue entonces cuando se retiraron los puntos

de sutura.

En el caso 2 sin embargo se suturo un injerto de mPRGF de 100um de espesor. Una semana
después de la cirugia, la biomicroscopia mostré una incompleta epitelizacion con vasos
congestivos. A las 2 semanas, se observd reabsorcién completa de mPRGF y se retiraron los

puntos.
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Figura 31. (Izquierda) Biomicroscopia al dia 1 (a), semana 1 (b), mes 1 (c) y 3 afios (d) después de la cirugia. Se observa resolucion
del pterigion sin recurrencia y la estabilidad de la escleromalacia subyacente. (Derecha) Biomicroscopia al dia 1 (a), semana 1 (b),
mes 1 (c) y 3 meses (d) después de la cirugia. Se observa resolucion del pterigion sin recurrencia [333].

La eleccién de mPRGF frente a otro tipo de membrana de fibrina autéloga se basa en evitar la
inclusidon de leucocitos en la formulacién final, ya que existen indicios de que su presencia
aumentaria la respuesta inflamatoria y afectaria a las propiedades de mPRGF [94, 175, 190, 199,
334]. Las diferencias en la velocidad de reabsorcion de mPRGF en los casos presentados podrian
estar relacionadas con la eleccién de su grosor. Hasta la fecha, el espesor de mPRGF depende
de la presidén ejercida manualmente sobre el dispositivo de prensa de conformado y de su
orientacién: en el primer caso, el mPRGF de 500 um se reabsorbid en 3 semanas, mientras que,
en el segundo caso, el MPRGF de 100 um se reabsorbié en 2 semanas. No obstante, y aunque
no hay estudios que evalten la correlacidn de este factor en particular en el resultado quirurgico,
estos resultados son similares a los reportados anteriormente por Sanchez-Avila et al. (2018) y
por Sabater et al. (2021) en cirugias de la superficie ocular donde el tiempo de degradacién de
la mPRGF de 500um de grosor fue de 12,4 dias y 21 dias de media respectivamente [285, 286].
Por otro lado, el principal motivo de no usar adyuvantes antifibréticos como MMC y 5-FU en
estos casos clinicos, esta relacionado con las propiedades antifibréticas de mPRGF reportadas
en la literatura. La capacidad del PRGF de modular la actividad del TGF-f reduciendo el nimero
de células positivas para a-SMA y dando lugar a un enfoque de regeneracion tisular que inhiba
la miodiferenciacidn, se ha reportado en varios estudios preclinicos en fenotipos celulares como
queratocitos y células epiteliales corneales [173, 187, 189], asi como en experimentacién animal
[216] lo cual sugiere un papel prometedor del PRGF en el control de la fibrosis en los tejidos de
la superficie ocular. Esta caracteristica se torna especialmente relevante para aquellas
afecciones oculares en las que la respuesta fibrética pone en riesgo el éxito del tratamiento
como es el caso del pterigion recidivado, existiendo ya algunas publicaciones retrospectivas

donde, evitando el uso de farmacos antifibrdticos, se evallan las propiedades antifibréticas del
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PRGF. Algunos casos son el uso de ePRGF en defectos corneales producidos por cirugia laser
[335, 336] o el uso de mPRGF en cirugia de glaucoma [287] donde se utilizan habitualmente

antifibroticos como MMC.

Por todas estas razones, encontramos la eleccion del injerto de mPRGF en lugar del AIC u otro
injerto de fibrina autdloga, la sutura de nylon en lugar de la sutura de poliglactina y la regulacion
de la inflamacién pre y postquirdrgica como algunos de los elementos cruciales de cara a llevar
a cabo esta técnica. Hasta la fecha, segln nuestro conocimiento y valorando la literatura
relevante, no constan precedentes en la aplicaciéon bimodal de mPRGF y ePRGF en el tratamiento
del pterigion recurrente, y esta publicacion demuestra de manera preliminar su eficacia y
seguridad. Aun asi, estudios prospectivos, comparativos y con un mayor tamafio muestral son
altamente deseables, con el fin de respaldar los resultados de la esta publicacién, siendo
relevante tener en consideracién los actuales hallazgos en cuanto a la degradacion grosor-
dependiente del injerto de mPRGF, la eleccidon de las suturas quirudrgicas o la eleccion de

tratamientos concomitantes.

Precisamente, como segundo capitulo de la presente tesis doctoral, se evaldan las
caracteristicas, limitaciones y evolucidn post quirurgica del injerto de mPRGF para cirugias de
pterigion de nueva formacidn (primario), comparandolo con autoinjerto de conjuntiva (AIC) y

de membrana amniética (MA).

El pterigion primario puede ser clasificado de varias maneras atendiendo a factores
morfoldgicos y su evolucidn [337], siendo los principales su caracter estacionario y activo, su
aspecto morfoldgico (atréfico, intermedio y carnoso), y su grado de invasién corneal (I, 11, Il y
IV). De forma general la cirugia esta indicada cuando se presenta una invasidn corneal o cuando

existen importantes sintomas de irritacion, dolor o alteraciones en la vision [338].

A pesar de que la cirugia de pterigion primario con AIC se considera el “gold standard”, y que el
uso de la MA en oftalmologia esta bastante extendido [32], un estudio comparativo entre estas
opciones quirurgicas previamente mencionadas frente al uso de mPRGF, podria ayudar a definir
la utilidad clinica de mPRGF como soporte regenerativo para cirugias de la superficie ocular que

requieran de un injerto.

Para ello se llevaron a cabo cirugias en el Hospital Miguel Servet de Zaragoza que fueron

realizadas por un Unico cirujano entre febrero de 2017 y abril de 2019. Debido a la disparidad
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entre la evidencia existente entre los tres diferentes injertos a evaluar [59, 81], la inclusién de
pacientes fue heterogénea, dando un mayor protagonismo a la terapia con menos evidencia
publicada (mPRGF). En el estudio se incluyeron 49 pacientes con pterigion primario, todos ellos
clasificados como grado 2 y divididos en tres grupos. 13 ojos fueron operados con AIC (26,5%

del total) 26 con mPRGF (53,1%) y 10 con MA (20,4%).

La técnica quirdrgica de AIC consistid en la obtencién de una porcion de conjuntiva de la zona
bulbar supero-temporal. Este injerto ha de ser de un tamafio 0,5 a 1 mm mayor que el tamafo
del defecto a cubrir y debe de estar libre de Tenon y en la misma orientacién respecto al limbo
para un mayor éxito quirurgico. Al situarse esta zona en un cuadrante oblicuo evitara lesidon
inadvertida de los musculos extra oculares, mientras que su posicidn bajo el parpado superior

minimizara las molestias del paciente y favorecerd la curacion de la zona donante [339].

La fijacién del injerto se realizé mediante adhesivo tisular. Para ello, se colocé el adhesivo sobre
el lecho escleral seguido de la colocacién del injerto. Posteriormente es necesario resecar la
conjuntiva del injerto posicionada sobre la cérnea para una correcta epitelizacion y evitar la
conjuntivalizacién [312]. La cirugia de pterigion mediante injerto de MA se realiza de forma
similar a cuando se utiliza AIC utilizando un tamafio que supere en 1-2 mm la anchura y largura
del lecho escleral, pero con la diferencia de que en este caso no serd necesario conjuntiva
donante y por tanto no existira una zona de esclera desnuda. Eso si, es importante que la
membrana basal se posicione mirando hacia arriba antes de proceder a su fijacién mediante
pegamento bioldgico. Por ultimo, la obtencion de mPRGF se realiza a través de los kits
desechables segun una técnica estandarizada y previamente descrita por el fabricante. Una vez
obtenida la mPRGF, esta se cortard y usara como injerto de manera similar a la MA, aunque no
serd necesario prestar especial atencion a sobre qué cara se posiciona el injerto, ya que mPRGF
forma una Unica capa (figura 32). Ademas de esto, los pacientes recibiran a partir de la misma

extraccién sanguinea un colirio post quirdrgico ePRGF.

Se descarté el uso de suturas tanto reabsorbibles (parta evitar inflamacidn conjuntival) [331,
332], como de seda o nylon ya que también existen evidencias de ciertos grados de inflamacion
y migracion de células de Langerhans en la cornea [340] asi como para reducir la incomodidad
del paciente, dellen, simbléfaron o rotura del injerto [341, 342]. Ademas el uso de pegamentos

tisulares reduce los tiempos quirurgicos necesarios para el posicionamiento del injerto [343].
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Figura 32. A) Esclera desnuda tras la reseccion de pterigion, B) se colocé mPRGF sobre la esclerética desnuda y se cortd de acuerdo
con el tamario del tejido resecado, C) se agregaron una o dos gotas de pegamento de fibrina a la esclerética desnuda, y D) mPRGF
se colocd sobre el pegamento de fibrina aproximandose a los bordes entre la conjuntiva y el mPRGF para permitir el pegado entre
ellos [344].

En este estudio, los resultados de la escala de Solomon [322], utilizada para evaluar la variable
principal (recidiva), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al final del
tiempo de seguimiento (12 meses). El resultado anatémico al finalizar el estudio es sin duda un
aspecto primordial, aun asi, nos parece importante comentar algunos datos mds sobre la

evolucion de los diferentes grupos.

Existe una diferencia estadisticamente significativa en la escala de Solomon entre el AICy de MA
en el mes 6 (tabla 4). Ademads, y aun sin ser datos estadisticamente significativos entre grupos,
los casos de recurrencia reportados al final del seguimiento fueron 0 entre los 13 pacientes de
AIC, 2 entre los 26 pacientes tratados con mPRGF (7,7% del total) y 2 en los 10 pacientes
operados con injerto de AM (20,0% de total). Seria deseable un mayor tamafio muestral para
evaluar si esta tendencia observada deriva en una mayor tasa de recurrencia en el grupo de

injerto de MA frente a los otros dos.

Month 1 Mean + SD Month 3 Mean + SD  Month 6 Mean + SD Month 12 Mean + 5D

Group A 1.00+0.00 * 1.08x029* 110+032¢ 1.00£0.00
Group B 1.55+0.76 2.06 +0.87 1.88 +0.96 1.91+1.04
Group C 1.11+£0.33 200122 243113 217 £0.98

Tabla 4. Escala de Solomon: grado 1 (apariencia normal del area de cirugia), grado 2 (presencia de algunos vasos epiesclerales finos
sin extenderse mas alld del limbo, sin ningun tejido fibroso en el drea extirpada), grado 3 (presencia de tejido fibroso adicional en el
drea extirpada sin invadir la cornea, grado 4 (representa una verdadera recurrencia con tejido fibrovascular invadiendo la cérnea).
Grupo A: autoinjerto conjuntival, Grupo B: mPRGF, Grupo C: membrana amnidtica. DE: desviacién estandar. * Diferencias
significativas entre los grupos A y B (p < 0,05), ¥ diferencias significativas entre los grupos Ay C (p < 0,05) [344].

Otro aspecto relevante es que, aunque de nuevo los resultados globales no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de autoinjerto conjuntival y el grupo
de mPRGF al final del seguimiento (p = 0,053) (figura 33), si se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de AIC y mPRGF en el mes 1y 3 asi como entre el grupo de injerto

de MA y AIC en el mes 6. Las mayores tasas de hiperemia mostradas en el grupo de mPRGF
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DISCUSION

durante las primeras etapas postquirurgicas (mes 1 y 3) pueden estar relacionadas con la
liberacion sostenida de factores de crecimiento proangiogénicos como VEGF y FGF, entre otros.
Estd bien establecido que la fibrina en si estimula la angiogénesis necesaria para un
restablecimiento morfoldgico del tejido por dos mecanismos: primero, proporcionando una
matriz de soporte y, segundo, mostrando actividad quimiotdctica selectiva para la migracién
celular al coagulo de fibrina. El equilibrio entre la fibrinogénesis y la fibrindlisis es un impulsor
que desencadena la formacidn de tejido y la neovascularizacion, al tiempo que permite la
degradacion gradual del coagulo de fibrina [345, 346]. Estos eventos podrian por tanto no tener
relacidon con la formacion de un tejido mas vascularizado, y explicar el hecho de que estas
diferencias en los meses iniciales no derivasen en diferencias en los resultados finales
observados. Por ultimo, durante el primer mes de seguimiento en el grupo de AlC, se observaron

3 casos con granulomas pidgenos.

Figura 33. Evoluciéon antes de la cirugia (izquierda), dia 1 tras cirugia (centro), mes 6 tras cirugia (derecha). AIC = Autoinjerto
conjuntival, MA = Injerto de membrana amnidtica, mPRGF = Membrana de PRGF. Imagenes Cedidas por el servicio de oftalmologia
del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.
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Por su parte, en la evaluacion anatémica de la superficie ocular, realizada mediante lampara de
hendidura, se buscd evaluar el comportamiento de los diferentes injertos en cuanto a su
tamanfio. Para todos los casos se observd un engrosamiento inicial de los injertos tras la cirugia,

seguido de una paulatina disminucién del tamafo (horizontal y vertical).

Para tener como referencia de los valores de los grosores iniciales, se observé que, en un estudio
in vivo realizado por Zhang et al. en 771 sujetos sanos, el espesor total de la conjuntiva fue de
240,1 um, siendo el espesor epitelial y estromal de 42,4 um y 197,7 um respectivamente [347].
En el caso de los pacientes sometidos a una cirugia de pterigion, sin embargo, este grosor tiende
a ser mayor tras la cirugia. Un estudio realizado por Ahmad Kheirkhah et al. en 11 pacientes
operados con AIC, mostré un grosor promedio del injerto de 458 + 171 um a la semana tras la
cirugia disminuyendo a 291 + 124 um a los 3 meses. Ademas, el estudio mostrd un grosor del
epitelio conjuntival de 56 um en la semana 1 después de la cirugia y 66 um en el mes 3 a unos
1-3 mm del limbo temporal. [348] Resultados similares del grosor del injerto se encontraron
pocos afos mas tarde en un estudio realizado por Ozgurhan E.B. et al. en 40 pacientes con
pterigion (20 ojos de 20 pacientes con pterigion primario y 20 ojos de 20 pacientes con pterigion
recurrente). Este estudio mostrd un grosor medio del injerto de 430 um en el grupo primario y
461 um en el grupo recurrente a la 1 semana después de la cirugia y 109 um y 107 um a los 3

meses después de la cirugia. [349]

Los resultados obtenidos medidos con SA-OCT muestran espesores postquirurgicos iniciales en
el area de colocacion del injerto similares entre los 3 grupos (probablemente debido a la
iatrogenia en todos los procedimientos), siendo estos grosores aproximadamente de entre 400
y 600 um. Todos los grupos de estudio experimentaron una disminucién gradual de tamafio y
grosor, siendo el grupo de mPRGF el primero en mostrar resultados de grosor del injerto
similares a los reportados por Zhang en sujetos sanos en el mes 1 [347]. Ademads, hubo
diferencias estadisticamente significativas entre el mPRGF y los otros dos grupos en el mes 3
mostrando el mPRGF los resultados de espesor de injerto mas bajos. Curiosamente, los
resultados obtenidos bajo lampara de hendidura también mostraron una reduccidn en el
tamanfio horizontal y vertical para mPRGF y MA en comparacion con el AIC en el mes 1y 3. El
menor espesor de mPRGF mostrado por SA-OCT en el mes 1 podria ser causado por un efecto
combinado de la degradacidn autdloga de la fibrina y la remodelacion y reemplazo del tejido
conjuntival. Se sabe que cuando se aplica un injerto de fibrina con fines de regeneracién de un

defecto, este es invadido por las células circundantes que producirdn una nueva matriz
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extracelular para reemplazar la malla de fibrina, y la formacidn de nuevo tejido serd regulada

por la degradacion gradual del codgulo de fibrina (proceso fibrinolitico) [345].

De igual forma las diferencias observadas en cuanto a los tamanfos vertical y horizontal para
MPRGF y MA, sugieren una degradacion de los injertos que conduce a un reemplazo de tejido
de injerto durante el proceso de curacién (figura 34). Se sabe que parte de los fibroblastos que
colonizan los injertos se diferenciaran a miofibroblastos, que secretan GFs que favorecen la
migracion de células epiteliales y endoteliales a través del injerto acelerando el proceso de
regeneracidn tisular [350]. Como ya sabemos, los miofibroblastos, que también promueven la
contraccién de la herida tirando de sus bordes hacia el centro, podrian promover la aparicion de
fibrosis, por lo que el uso de formulaciones de PRGF podria representar una ventaja en el control
de la formacién de tejido fibrdtico tras las cirugias [216]. En promedio, el mPRGF se reabsorbié
a los 13 dias, y la AM 16 dias. Estos resultados son, de media, similares a los previamente
reportados para ambos injertos. Un estudio realizado por Oscar Gris et al. establece que la
degradacion de la membrana amnidtica puede tardar una media de 12,5 dias, aunque muestra
a suvez una gran variabilidad (con un minimo de 3 dias y un méximo de 34 dias) [351]. El mPRGF
por su parte arroja datos de degradacion muy acordes a los presentados en otras cirugias de la
superficie ocular [285, 286] asi como a los expuestos en el apartado anterior en pterigion

recidivado, en los que la degradacién de la mPRGF ocurre entre las 2 y las 3 semanas.

Horizontal Vertical

Figura 34. Mediciones de injerto de OCT (um) para mPRGF. Basal: TL: Grosor del limbo, HS: Tamafio horizontal, THS: Tamafio
horizontal total, y VS: Tamafio vertical. Durante el seguimiento postoperatorio se midié la zona de restauracidén conjuntival: GCT:
Grosor central del injerto, GTL: Grosor del injerto en el limbo, GHS: Tamafo horizontal del injerto (medido entre el limbo
esclerocorneal hasta el drea nasal de la conjuntiva extirpada), y GVS: Tamario vertical del injerto [344].

Finalmente, los tres grupos lograron resultados de espesor similares sin diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) en los meses 6 y 12. Este hecho, aunque idealmente

requiere de mayor numero de estudios al respecto, sugiere que la eleccién del método
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quirdrgico no estaria relacionada con el comportamiento del injerto en cuanto a tamafio o

grosor a largo plazo.

Por su parte, los resultados de VAS tanto en frecuencia y gravedad no mostraron diferencias
significativas entre los grupos en ningin momento del tiempo de seguimiento. Aun asi, el mMPRGF
mostro en ambos casos el valor mas alto en porcentaje de mejoria al final del seguimiento. Para
la frecuencia, mPRGF mostré un 86,2%, mientras que los datos de los grupos de AIC y MA fueron
35,5% vy 39,1% respectivamente. En cuanto a la gravedad, mPRGF mostré 79,5% de disminucion
mientras que AIC y MA mostraron 51,8% y 37,1% respectivamente (figura 35). Los buenos
resultados en términos de dolor fueron similares a los obtenidos en otros estudios que trataron
varias enfermedades de la superficie ocular con PRGF, tanto en su formulacién ePRGF como
mPRGF, en los que se demostrd una mejoria en los valores de VAS [187, 196, 267, 269, 286]. La
ausencia de leucocitos y los efectos analgésicos mediados por la presencia de endocanabinoides
pudieran estar relacionados con la reduccién del dolor después del tratamiento con PRGF [94,

199].
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Figura 35. Graficas de la escala VAS de dolor en frecuencia y gravedad. Grupo A=AIC, Grupo B=mPRGF, Grupo C=MA [344].
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En cuanto al OSDI, el porcentaje de reduccidn en la puntuacion total de la OSDI fue del 12,7%
para el AIC, del 39,0% para el mPRGF y del 84,1% para MA, y este cambio fue significativo (p <
0,05) en el caso de mPRGF y MA, pero no en AIC (Tabla 5). Por su parte el mPRGF mostré
diferencias significativas (p<0,05) en 6 sintomas (sensibilidad a la luz, sensacidn de arenilla, dolor
ocular, uso de computadora o pantalla, ver televisién y viento) con mejoria en la puntuacion
OSDI. Sin embargo, la MA mostré solo diferencias significativas en dos sintomas (vision borrosa
y baja visién) y el AIC no mostré diferencias en ningun sintoma. En cuanto al anadlisis entre
grupos, el injerto de MA mostro mejores resultados de forma estadisticamente significativas con
respecto al AIC en los meses finales de seguimiento no asi comparado con mPRGF. Tampoco se
observaron cambios en la BCVA y la PIO ni entre la medicidn basal y el final del seguimiento de
cada grupo, ni durante ningin momento de seguimiento. La PIO se mantuvo entre 13 y 18 mm

Hg durante el seguimiento en los tres grupos.

De igual manera, no hubo diferencias en los hallazgos demogréficos de los tres grupos, sin
embargo, la exposicion a la radiacién ultravioleta (UV), uno de los mayores factores de riesgo en
el desarrollo del pterigion [52], merece una interpretacion. El papel de la exposicion al sol y por
tanto a la radiacidn UV en el desarrollo del pterigion viene fundamentado por su relacién con
los procesos inflamatorios asociados. Di Girolamo et al [352] demostraron que la radiacion UV
estimulaba la expresidon de la metaloproteinasa de matriz (MMP) -1 en células epiteliales
oculares humanas; también Nolan et al [353] encontraron sobreexpresidon del factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF) en el tejido pterigial causado por la
radiacion UV, considerada como una fuerza impulsora en el desarrollo del pterigion ya que es
un potente mitdgeno. Tsai et al [354] destacaron en sus estudios la importancia del dafo

oxidativo del ADN mediado por UV en la formacion del pterigion.

A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en
cuanto al nimero de horas/dia de exposicion al sol, en el caso de mPRGF un 53,8% de pacientes
no utilizaron ninguna proteccion solar en comparacion con los menores datos de los otros
grupos (38,5% en el grupo A y el 30,0% en el grupo C). Aun asi, y a pesar de que el uso de
cualquier tipo de proteccién solar no mostré diferencias significativas entre los grupos, este
mayor porcentaje en el grupo de mPRGF tampoco mostré mayores tasas de complicaciones. Un
estudio "in vitro" sugiere un mejor manejo del dafo inducido por los rayos UV en fibroblastos y

explantes de piel en presencia de PRGF [355]. Este estudio muestra niveles mas bajos de
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necrosis, dafio celular, irritacion y formacion de ROS (especies reactivas del oxigeno). Por este
motivo, profundizar en estos resultados podria ser beneficioso para el pterigion u otras

patologias donde el dafio producido por la exposicion al sol puede jugar un papel importante.

Un aspecto que resulta comun a la propia patologia de pterigion tanto primario como recidivado
es el papel de la inflamacion en su desarrollo y evolucién. Diversos estudios
inmunohistoquimicos han demostrado la presencia de diversas MMPs a lo largo del desarrollo
del pterigion [286, 356-358]. Esta familia de enzimas proteoliticas, son las responsables de
degradar los principales componentes de la matriz extracelular como la fibrina. La produccién
de esta enzima es estimulada por GFs y ciertas citoquinas como IL-1B, IL-6 y TNF-a [94]. En este
tipo de derivados plasmaticos con leucocitos se han detectado niveles aumentados de TNF-a
MMPs o diversas IL, siendo especialmente preocupante la presencia de IL-1B, teniendo un papel
clave en la respuesta inflamatoria, [359]. Estudios in vitro muestran que la IL-13 desencadena
una fuerte respuesta inflamatoria reclutando células proinflamatorias al tejido donde se aplica.
IL-1B también estimula la produccion de proteinas catabdlicas, incluyendo MMPs, rompiendo la

matriz extracelular e inhibe la sintesis de proteoglicanos y de coldgeno [175].

Existen evidencias “in vivo” previas de la colocacién de una membrana de fibrina obtenida
mediante un sistema no comercial y no estandarizado en comparacién con un control (donde se
dejaba la esclera desnuda, sin injerto alguno) [358]. En este modelo animal de escisién de
conjuntiva y tenon, la membrana de fibrina se degradd por completo el dia 7 después de la
colocacidn. Junto con esto, se realizd una evaluacién mediante tincion con hematoxilina eosina
de 3 de los principales aspectos de la regeneracion: la inflamacién, la fibrosis y la
neovascularizacién. Como resultado, se produjo una reaccién inflamatoria grave a partir del
primer dia después de la cirugia, estadisticamente significativa comparada con el control, que
se mantuvo hasta el dia 3, disminuyendo paulatinamente hasta desaparecer el dia 28. Asi
mismo, los niveles de TGF- B también resultaron mayores que el en el grupo control
detectandose una fibrosis moderada el dia 7. Por su parte, tanto la inflamacién como la fibrosis
en el grupo control se vieron aumentadas hacia la parte final del seguimiento tal y como sugiere
la bibliografia existente en esta técnica quirudrgica en desuso [52, 311]. Este estudio plantea la
hipdtesis de que estos hechos probablemente estén relacionados con la presencia de leucocitos
y citoquinas en la red de fibrina utilizada y cuya caracterizacién ya habia sido publicada con

anterioridad [360].
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Por el contrario, el mPRGF es una formulaciéon libre de leucocitos, donde la ausencia de
citoquinas proinflamatorias se ha reportado preclinicamente [94, 175, 190, 199, 334]. Por este
motivo, la ausencia de leucocitos durante el protocolo de obtencién de mPRGF evitaria una
cinética de degradacién de fibrina mas rdpida y una mayor respuesta proinflamatoria dandole
una mayor estabilidad al injerto [199], eventos que se sabe que afectan a su vez a sus
propiedades biomecdnicas y su estabilidad, ralentizando el proceso de remodelacién celular

[175, 190, 334].

Por dltimo, la liberacion sostenida de GFs que permite la mPRGF, no solamente promueve el
incremento de la proliferacién y la actividad migratoria de los fenotipos celulares de la superficie
ocular, sino que también modula la diferenciacién miofibrobdstica inducida por TGF f1,
limitando las vias de fibrosis especialmente importantes en la patogénesis del pterigion [94, 173,
175, 187]. El correcto manejo de eventos como la inflamacién y fibrosis en patologias de la
superficie ocular podria resultar una gran ventaja. Este manejo puede llevarse a cabo mediante

diferentes formulaciones de PRGF que ofrecen una importante versatilidad.

Por este motivo, en el capitulo 3 de la presente tesis doctoral, se evalla la seguridad y eficacia

del uso combinado de is-ePRGF tdpico e inyectado en pacientes con conjuntivitis cicatrizante.

La conjuntivitis cicatrizante (CC) es considerada como una enfermedad rara, dada su baja
incidencia [10]. No se trata de una entidad homogénea, sino de un grupo de trastornos locales
o sistémicos que causan, entre otras manifestaciones, la cicatrizacion e inflamacién en los
tejidos oculares y perioculares. Las principales etiologias de la CC son el penfigoide de las
membranas mucosas (OcMMP) y el sindrome de Stevens-Johnson/Necrdlisis epidérmica toxica
(SJS/NET). Guardan una estrecha relacion con la respuesta inmune por lo que para su
tratamiento no solamente es importante tener en cuenta la inflamacién y la fibrosis en el tejido
a tratar, sino también el subyacente problema sistémico que las produce. Los objetivos del
tratamiento en casos de CC incluyen detener la cicatrizacidn progresiva, corregir las anomalias
que afecten a la conjuntiva ocular y el parpado, prevenir complicaciones asociadas a las
queratopatias y evitar una perforacidn corneal, asi como proporcionar alivio de los sintomas y
mejorar la vision [361]. En muchos casos, el fracaso terapéutico se debe a un proceso
inflamatorio o fibrético no controlado, por lo que la rapidez de deteccién y de actuacién en una
ventana inicial de oportunidad durante la etapa aguda de la enfermedad, tiene un papel critico
de cara a contener significativamente el alcance y la gravedad de las secuelas cicatrizantes [10,
362].
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El tratamiento de la CC debe orientarse hacia los siguientes puntos clave [31, 363]:
1) Control de las manifestaciones en la superficie ocular (simbléfaron, triquiasis,
entropién, DEP, ojo seco...).
2) Control de la inflamacion con farmacos sistémicos inmunomoduladores.
3) Control de la fibrosis mediante tratamiento quirdrgico reconstructivo,
antiinflamatorio tdpico o terapias regenerativas.
4) Profilaxis en Ulceras corneales y exposicion.

5) Mejora de la visidn en pacientes con ceguera corneal.

En cuanto a la fibrosis, y al igual que sucede para otras patologias previamente descritas, la
terapia con antimetabolitos como la mitomicina C (MMC) o el 5 fluorouracilo (5-FU) se
encuentra entre las estrategias antifibroticas conjuntivales mas utilizadas para tratar la CC. La
sobreexpresion de TGF B en pacientes con CC aumenta la proliferaciéon de fibroblastos, la
migracion, la contraccién del coldgeno, la transformacion miofibroblastica y el aumento de la
secrecidon de la matriz extracelular (colageno |, Il y fibronectina). Sin embargo, es sabido que el
uso de MMC o 5-FU podria presentar algunos inconvenientes como los riesgos de
adelgazamiento escleral y toxicidad de la cdmara anterior [329, 330]. Por este motivo, el
desarrollo de una herramienta terapéutica para modular la respuesta TGF B con un mayor perfil
de seguridad podria suponer una alternativa para el tratamiento de la CC [364]. Como prueba
de esta de necesidad, existen actualmente varias lineas de investigacidn clinicas entre las que se

incluyen el uso de anticuerpos anti-TGF B y de inhibidores de la Rho quinasa [365, 366].

El tratamiento quirdrgico, como la cirugia de parpados, el trasplante de MA y el trasplante de
cornea, se puede proponer para la reconstruccién de la superficie ocular y para la rehabilitacion
visual en pacientes con CC avanzada. Sin embargo, la tasa de éxito del tratamiento quirurgico es
baja, y puede producirse un aumento del dafio mecanico con el consiguiente empeoramiento
de la enfermedad dado un crecimiento agresivo de nuevo tejido cicatricial [367] .

La capacidad regenerativa y de control de la fibrosis en terapias regenerativas como la MA han
sido también evaluadas para patologia cicatricial conjuntival. Si bien el uso combinado de MA
con MMC ha mostrado mejores resultados que cuando la MA es usada sola para aquellos
defectos cicatriciales originados por quemaduras o traumas, ambos resultaron ineficaces para
patologias con componente autoinmune, presentando altas tasas de recidiva y un ineficaz
control de la fibrosis [368]. Por otra parte, el uso de tratamientos como el SA tampoco parecen

ofrecer una clara ventaja en pacientes que sufren de enfermedades con un componente
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autoinmune como el GVHD o el SS. Existen estudios que apuntan al hecho de que, la presencia
de agentes proinflamatorios, junto con la presencia aumentada de componentes de sistema de
complemento en este tipo de productos, como suero autélogo o plasma rico en plaquetas,

podrian ser los causantes de los limitados resultados clinicos obtenidos [194, 369].

El papel de ePRGF en la regeneracidn tisular, asi como en el manejo de la inflamacidn y la fibrosis,
podria respaldar su uso como terapia adyuvante al manejo de la CC ya que en este tipo de
pacientes existe un riesgo de complicaciones de la superficie ocular incluyendo la ceguera
corneal [173, 196, 216]. De hecho, existe evidencia del uso de PRGF en otras aplicaciones como
casos de penfigoide oral [370] o cicatrices atréficas [371]. Sin embargo, entendemos que el
manejo de la respuesta inmune debe de ser también tomado en consideracidn de cara a utilizar
la formulacién que, yendo un paso mas all3, se adapte a las necesidades concretas de estas
patologias. Y yendo un pasé mas alla, tiene auin mas sentido evitar el riesgo potencial de ciertos
efectos secundarios relacionados con los niveles de IgE, asi como de la actividad del sistema de
complemento derivados del uso de cualquier derivado sanguineo (incluido aquellos de origen
autélogo como el propio PRGF) en enfermedades autoinmunes u otros casos refractarios al

tratamiento.

El complemento es un complejo sistema de enzimas, proteinas reguladoras y receptores de la
superficie celular presentes en el suero sanguineo, asi como en las membranas celulares. La
activacion del complemento cumple un importante papel modulador de la respuesta
inflamatoria e inmune, aumentando a su vez la quimiotaxis y la permeabilidad vascular. Sin
embargo, en aquellas patologias de cardcter autoinmune, un aumento en su actividad, podria
resultar contraproducente. Fruto de esta inquietud ya ha sido publicado con anterioridad que
un tratamiento térmico a 56°C afecta a fracciones termolabiles del complemento como la C1,
C2 C7 o la C8, limitando la respuesta inmunoldgica producida por la cascada de complemento
[296]. Por este motivo, el reciente desarrollo de la formulacidn is-ePRGF implica un tratamiento
térmico, que le confiere la capacidad de reducir la actividad del sistema de complemento
ademas de disminuir los niveles de IgE, sin alterar su contenido en las proteinas y factores de
crecimiento implicados en el proceso de regeneracion, ni su potencial terapéutico [193]. Existe
un estudio preclinico evaluando el comportamiento del is-ePRGF obtenido de donantes de
GVHD en cultivos celulares queratocitos y fibroblastos conjuntivales sometidos a condiciones
inflamatorias mediante la adicién de IL-1B y TNFa [194]. Ambos fenotipos celulares demostraron
mayor proliferacion celular frente al control (cultivos en estado pro-inflamatiorio) y frente al SA.

Ademas, con el fin de determinar la respuesta inflamatoria de las células fibroblasticas, se
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analizo la expresion de marcadores de inflamacidn ocular como ICAM-1 y COX-2, observdndose
que el is-ePRGF reducia la expresién de marcadores de inflamacidn en todos los casos

comparado en relacién al resto de tratamientos (figura 36).
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Figura 36. Analisis western blot de los marcadores ICAM-1 (A) y COX-2 (B) tras el tratamiento con 0.1% FBS + 2,5 ng/ml IL-1b + 2.5
ng/ml TNFa solo, en combinacién con ePRGFo en combinacidn con suero autélogo (A) PRGF muestra una reduccion estadisticamente
significativa (p < 0.05) de la expresién de ICAM-1 en células HConF en situacion proinflamatoria. PRGF reduce significativamente la
expresion de ICAM-1 comparado con SA en ambos tipos celulares fibroblasticos. (B) La expresién de COX-2 se redujo
significativamente en ambos fenotipos celulares tras el tratamiento con ePRGF a las 24 y 48 hrs. Ademas, se observé una reduccidn
de la expresién de COX-2 en tanto HConF como HK tras ser tratadas con PRGF comparado con SA. # Estadist. signif. con respecto al

control a las 24 hrs (p < 0.05); W Estadist. signif. con respecto al control a las 48 hrs (p < 0.05), * Estadist. signif. con respecto a AS (p
< 0.05). Adaptado de [194].
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Ademas, esta formulacidn ya ha mostrado buenos resultados clinicos para el manejo del ojo
seco derivado de sindrome de Sjogren o GVHD, donde se sabe que la deficiencia grave de la
glandula lagrimal y la fibrosis son dos de las principales caracteristicas fisiopatoldgicas que de
forma habitual presentan una respuesta y tolerancia insatisfactorias a los corticoides o la
ciclosporina tépicos que se usan comunmente en asociacidon con lagrimas artificiales [372]. En
estos casos, tanto los niveles de Ig (entre ellas la IgE) [373, 374], como la actividad del sistema
de complemento (mostrando valores elevados de alguno de sus fragmentos como el C3 o el C5),

[375, 376] se encuentran aumentados debido al caracter autoinmune de dichas patologias.

Sanchez-Avila et al. reportaron en 2017 la eficacia y seguridad de is-ePRGF en 26 pacientes (52
ojos afectados) que sufrian de sindrome de Sjogren primario y secundario [298]. Los 12
pacientes con sindrome de Sjogren primario y los 14 pacientes con sindrome de Sjogren
secundario mostraron una mejoria estaticamente significativa (P < 0,05) en las variables medidas
de resultado a los 12 meses de seguimiento. Los resultados finales fueron: BCVA 62,97%; OSDI
41,86%; VAS en frecuencia 34,75%; y gravedad 41,50% [298]. De especial relevancia es el hecho
de que este estudio también evalud los resultados estratificados para aquellos pacientes que
previamente se sometieron a varios tratamientos convencionales. Las puntuaciones de
frecuencia BCVA y VAS mejoraron significativamente (P < 0,05) para aquellos previamente
tratados con corticosteroides concomitantes. En el caso de la escala OSDI, los resultados para
aquellos pacientes previamente tratados con SA, mostraron una reduccién estaticamente
significativa (P<0,05) del 65,2%, siendo este resultado superior a la reduccion media de OSDI en
la totalidad de los pacientes. A la luz de los resultados anteriores, Sanchez-Avila et al., reportaron
en 2018 un estudio sobre seguridad y eficacia para pacientes con GVHD [299]. Doce pacientes
(23 ojos) fueron tratados logrando estabilidad corneal y sin eventos adversos. La resolucién de
la Ulcera corneal valorada mediante por tincién fluoresceina mostré una mejoria del 75,7% en
el drea y una mejora del 73,3% en la densidad. Ademas, las medidas de resultado secundarias
también mostraron una mejoria estaticamente significativa. Tal es el caso en variables como
BCVA (74,7%), OSDI (75,4%), VAS en frecuencia (81,4%) y gravedad (81,9%), un aumento de 6
mm en la prueba de Schirmer y 3,8 segundos en tBUT [299]. Ademas, diecisiete de los 23 ojos
(73,9%) habian sido tratados previamente con suero autélogo, mostrando una mejora clinica
estadisticamente significativa (P < 0,05) después de ser tratados con is-ePRGF en todas las
variables primarias. Estos resultados sugieren un mejor control tanto de la pelicula lagrimal
como de los tejidos de la superficie ocular, ademas muestran una correlacion con la mejora del
resultado de OSDI en comparacidon con aquellos pacientes con SS tratados con is-ePRGF

previamente tratados con AS [298].
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En el caso de las CC, la inflamacidn crdnica asociada, supone un paso previo a la cicatrizacién de
los tejidos oculares que involucra linfocitos T, macréfagos, células dendriticas [377],
presentando altos niveles citoquinas proinflamatorias como el TNFa, IL-5, IL-13, o IL-17 [378,
379]. Ademas, se ha reportado que citoquinas profibréticas como TGF 3 [380] e IL-4 [381] estdn
mas presentes en los tejidos inflamados afectados cuando son comparados con tejidos sanos.
Por otro lado, y al igual que sucede en los pacientes de SS o GVHD, es sabido que determinados
elementos relacionados con la respuesta inmune también se ven aumentados. Tal es el caso de
ciertas Ig como la IgG o la IgE, asi como de ciertas fracciones del sistema de complemento como

la C3 [382].

Por estos motivos la formulacidn que se decide utilizar en los casos de CC que forman parte de
la presente tesis doctoral es is-ePRGF, con el fin rebajar el contenido en componentes propios
de la respuesta inmune, minimizando la posibilidad de una exacerbacién de la respuesta inmune
que, a su vez, derivaria en una mayor respuesta inflamatoria y una posterior fibrosis. La finalidad
de utilizar el colirio is-ePRGF no solo de forma tdpica, sino incorporando un uso inyectado de
esta misma formulacidn es aumentar su biodisponibilidad en aquellos tejidos afectados debido

a su engrosamiento y caracter fibrdtico.

Para ello, se realizd un estudio observacional, retrospectivo, intervencionista, no comparativo
de una serie de casos de 6 pacientes diagnosticados con CC de diversos origenes y refractarios
a otras terapias. Se reclutaron pacientes con al menos 60 semanas de evolucion en la patologia,
que hubieran obtenido malos resultados en sus manifestaciones oculares y que presentaran un
alto riesgo de complicaciones. El diagndstico para CC se basa en los hallazgos clinicos, la
evolucidn de la enfermedad segun un protocolo de evaluacidn estandarizado previamente
descrito [383, 384]. El origen de la CC fue en un 50% debido a OcMMP y en un 50% a SIS/NET.
El tiempo medio de seguimiento medio de los pacientes fue de 2 afios con un seguimiento
minimo de 13.6 meses y maximo de 30.3 y las variables principales fueron el control de la

inflamacidn y la clasificacién en cuanto a gravedad de la CC.

Aunque la inflamacidn y clasificacion de la CC fueron las variables principales evaluadas, se
midieron ademas BCVA, PIO, TBUT y test de Schirmer |, durante todo el tiempo de seguimiento.
La inflamacién conjuntival se evalud en una escala incremental de 0 a 4 segun su gravedad,
donde el 0 implica ausencia de inflamacidon y el 4 inflamacidn grave de los 4 cuadrantes, edema

tisular, ulceras y limbitis corneal y alto riesgo de perforacion ocular [383]. Por su parte, el CC se
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clasific6 como grave si cumplia con la totalidad de los siguientes criterios [385]:
Conjuntivalizacion (5 mm de cdrnea central con invasién de neovasos); Ulceracidn; Fibrosis

(afectando a conjuntiva / fornix / parpado); Queratinizacion.

Se estandarizo un procedimiento de donde a la preparacion de is-ePRGF segun las instrucciones
facilitadas por el fabricante [193] se le afiade una pauta de aplicacidon que consta de tres fases
diferentes (figura 37) donde la pauta de instilacion fue de 1 gota/por ojo 4 veces al dia. Para el
uso inyectable de is-ePRGF se solicitd al paciente que entregase uno de los propios
dispensadores de colirio is-ePRGF y se utilizd en el acto quirurgico (inyeccidn subconjuntival y
areas de fibrosis) en volumenes entre 0,05 y 0,3 mL dependiendo de la extensidn de la lesion.
Los tratamientos crdnicos previos se mantuvieron segun criterios médicos con el fin de evitar
complicaciones sistémicas que pudieran poner en peligro la salud de los pacientes y

comprometer los resultados del tratamiento ocular is-ePRGF.

Is-ePRGF Inyeccion 1 vez Is-ePRGF inyeccién 1 vez

Is-ePRGF al mes (max 6 meses)
colirio 1 mes |:> + Cx +
4 gotas/dia Is-ePRGF colirio 1 mes Is—ePR(iF Cf'“;g? meses
4 gotas/dia gotas/dia

Figura 37. Fase | = Uso tdpico asociado a tratamiento antiinflamatorio, lubricacion, tetraciclinas orales, antihistaminicos orales /
tépicos e inmunomoduladores sistémicos. Fase Il = Tratamiento inyectado (fondos de saco, puentes simblefaron, subconjuntival,
perilimbico, glandula lagrimal e intrapalpebral), mas tratamiento de Fase |. Fase Ill = Estabilidad en la progresion de las
manifestaciones oculares, pero secuelas cicatriciales. Intervencidon quirdrgica para la rehabilitacion visual (queratectomia
fototerapéutica — PTK, queratoproétesis, facoemulsificacion con implantaciéon de lente intraocular (LIO)), reseccién de zonas
fibréticas, mas inyeccion de is-ePRGF subconjuntival e intralesional, mas tratamiento de Fase | durante 3 meses.

Hasta donde sabemos, este seria el primer estudio reportado en la literatura cientifica que utiliza
isSPRGF para el control de los sintomas oculares de la CC, asi como el Unico que realiza un
abordaje en tres fases utilizando dos aplicaciones combinadas de PRGF como son is-ePRGF

tépico e inyectado.

El propdsito del uso de is-ePRGF tépico en la fase prequirurgica, es mejorar la calidad del tejido,
reduciendo la inflamacién y la fibrosis. Todos los pacientes pasaron por esta fase inicial logrando
la estabilidad en la progresién de las manifestaciones oculares de los tejidos en un 20% de los
casos. Por otro lado, esperar al uso de is-ePRGF inyectado de forma subconjuntival e

intralesional en una segunda fase, tiene que ver con el comportamiento de este tipo de tejidos
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ante cualquier iatrogenia. EI 90% de los pacientes alcanzaron la estabilidad después de la fase 1
y la fase 2 (is-ePRGF tdpico e inyectable) y solo un caso (10%) se sometié también a la fase 3

(tdépico e inyectable is-ePRGF + extirpacidn quirudrgica de tejido fibrético).

Después del periodo de seguimiento, la inflamacion y la gravedad como resultados principales
mostraron una mejoria significativa (p < 0,05) para los 6 pacientes tratados. Inicialmente, el 50%
de los ojos fueron clasificados como CC grave, solo un ojo (16,7%) permanecidé en esta
clasificacion al final del estudio actual (p = 0,046) (tabla 6). Por otra parte, para el grado de
inflamacidn como uno de los resultados mas relevantes, el 100% presentd una mejoria del grado
de inflamacién (p < 0,004) siendo el grado inicial global de 3 sobre 4 y disminuyendo a 1 sobre 4
en todos los casos (p=0,004). La PIO también mejoré significativamente (p=0,027), mostrando
resultados de mejoria similares a los obtenidos en grupos de pacientes de glaucoma tratados
con tanto con ePRGF como con mPRGF [287, 372, 386]. Aun asi, estudios concretos pueden ser
muy Utiles para aclarar el papel del PRGF para el tratamiento de la PIO y sus aplicaciones clinicas.
Ninguno de los pacientes reportd efectos adversos como recurrencias inflamatorias o
complicaciones infecciosas durante el tratamiento o durante el seguimiento, asi como tampoco

fueron necesarias cirugias adicionales ni tratamientos de rescate.

Initial Final p-value
BCVA, mean + SD (range) (LogMAR) 1,400 £ 1,413 (0,000-3,000) 0946 + 1,163 (0,000-3,000) 0285
Inflammation degree, mean t SD (range) 29+ |1 (1,0-4,0) 1,0 £ 0.0 (1,0-1,0) 0,004*
IOP, mean + SD (range) mmHg 21,8 + 4,2 (150-27,0) 13,3 £ 24 (12,0-18,0) 0,027*
TBUT, mean & SD (range) s 94 £ 1,3 (7,0-11,0) 97 £ 0,8 (8,0-10,0) 0336
Schirmer | test, mean = SD (range), s 15,0 £ 5,3 (10,0-20,0) 21,4 £ 6,3 (150-30,0) 0,057
Severe cicatrizing conjunctivitis, n (%) 5 (50) 1 (10) 0,046*

Tabla 6. Resultados globales obtenidos tras el tratamiento con PRGF [387].

Como se ha podido discutir con anterioridad, enfermedades relacionadas con la respuesta
inmune como el SS, GVHD o la CC presentan procesos inflamatorios cronificados que
desembocan en un dafo tisular. Los buenos resultados en pacientes de SS y GVHD reportados
en estudios previos, aun en ausencia de variables concretas que midan marcadores de la

inflamacidn, parecen guardar relacién con los resultados del presente estudio en CC.

Existen principalmente tres aspectos que respaldan el uso de is-ePRGF en CC. Una de las
caracteristicas que es comun a las diferentes formulaciones de PRGF es la inhibicién competitiva
del factor NF-kB a través del HGF [240, 241]. El factor NF-kB tiene un papel relevante en la

respuesta inmune ya que regula genes responsables de la respuesta innata y de la respuesta
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adaptativa [388]. Por otro lado, la inactivacién del sistema de complemento en is-ePRGF
cumpliria una funcién anadida en lo que respecta a la respuesta inmune. En el caso de
enfermedades autoinmunes presentan concentraciones elevadas de diversos componentes de
la respuesta inmune. El is-ePRGF limitaria la actividad del sistema de complemento presente en
el plasma sanguineo en este tipo de tejidos con el fin de evitar un riesgo de una mayor respuesta

en el tejido aplacado que derive en mayor inflamacién y dolor.

Un segundo aspecto relevante es el papel que desempeiia en el control de la inflamacién, dada
su capacidad inhibitoria de la via NF-kB [240, 241] y por su presencia casi inexistente de
leucocitos, los cuales se considera que no demuestran efecto positivo alguno en el proceso de
regeneracion tisular [199]. Se ha publicado ademas que, en general, los leucocitos, también se
pueden activar en presencia de diferentes moléculas como TNF, IL6, ICAM1 entre otras, por lo
gue la presencia de leucocitos no solo podria no resultar ventajosa sino contraproducente [389-
391]. Se sabe que estas moléculas que siempre estdn presentes en el contexto de vias
inflamatorias pueden conducir a una subdptima regeneracion de los tejidos, favoreciendo
ademas la formacién de cicatrices, que no permiten que el tejido restablezca sus propiedades
funcionales completas [168, 190, 199]. Ademas la presencia de diversa citoquinas
proinflamatorias activarian la via NF-kB, que como hemos podido ver guarda relacion con la
respuesta inmune y la inflamacién [392]. Por tanto, la ausencia de leucocitos y la capacidad
moduladora de la inflamacién, evitard una mayor respuesta inflamatoria y presencia de
citoquinas, eventos que influyen en el desarrollo y evolucidn de varias patologias cicatriciales

[393].

Como tercera funcién, y asociada a las dos anteriores, se encuentra el control de la fibrosis,
debido a que representa uno de los principales retos a la hora de manejar las manifestaciones
oculares mas incapacitantes de las CC. La inflamacién aguda de la conjuntiva en casos de CC se
podria asociar con altos niveles estromales de TGF-B1 [394]. El is-ePRGF por su parte, tendria un
papel modulador sobre la actividad del TGF  [173]. Esta inhibicidn parece estar relacionada con
la presencia de dos GFs (FGF-1y 2) [250]. También se ha observado que la aplicacién de factores
de crecimiento autdélogos produce una reduccidn significativa de IL-1B proinflamatoria y MMP2

[395] ademas de inhibir la inflamacidn profibrética a través de la sobreexpresion de HGF [396].

En definitiva, a lo reportado en estudios previos del uso de PRGF para el abordaje de tanto
inflamacidn como fibrosis [187, 189, 194, 196], is-e PRGF afadira la posibilidad de actuar a nivel

de la modulacidn respuesta inmune, por lo que tendrd la capacidad de incidir sobre las tres fases
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(respuesta inmune, inflamacidn vy fibrosis) tanto de una manera secuencial como especifica.
Todo esto, daria paso al inicio de la actividad proliferativa del is-ePRGF, que en ultima instancia
promueve la remodelacién de los tejidos en aquellos casos del presente estudio donde existen

defectos en la superficie ocular o se procede a la intervencidn quirdrgica (figura 38).

Figura 38. Paciente con sindrome de Stevens-Johnson tratado con is-ePRGF (colirio e inyectable) durante un afio. La regeneracién
del tejido epitelial y estromal se observa en el ojo derecho (A'y B) y el ojo izquierdo (C y D) cuando se evalta con OCT del
segmento anterior [387].
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El aumento de la prevalencia de determinadas enfermedades en relacién a una mayor
esperanza de vida, ha promovido que en oftalmologia se dé un rapido progreso en el
uso de terapias regenerativas. El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es un
plasma rico en plaquetas, basado en el uso de la sangre autdloga y con aplicaciones en
diversas areas de la medicina. Esta caracterizado por un protocolo de obtencién
estandarizado y que asegura la ausencia de leucocitos, una activaciéon controlada de las
plaquetas y el fibrindgeno, cumpliendo ademds con un elevado perfil de seguridad y

bioestabilidad a largo plazo.

La actual evidencia publicada sugiere que las formulaciones basadas en PRGF, a través
de sus efectos multifactoriales sobre la regeneracién, muestran eficacia y seguridad en
el tratamiento de un gran nimero de patologias oculares. Ademas, los mecanismos de
accion del PRGF en el control de la inflamacidn y la fibrosis han sido identificados de
manera preclinica, lo cual presenta una ventaja para aquellas patologias donde ambos

eventos forman parte activa en el desarrollo de recidivas y el fracaso terapéutico.

El uso de la membrana de fibrina autéloga mPRGF, ha demostrado ser una herramienta
segura y eficaz como injerto para cirugia de pterigion tanto primario como recurrente.
Los resultados clinicos obtenidos en los trabajos experimentales presentan bajas tasas

de recurrencia, siendo esta la variable principal analizada.

En cirugias de pterigion primario, el injerto de mPRGF presenta ademas mejoras en las
variables de inflamacién, agudez visual, calidad de la superficie ocular o dolor. La
comparativa efectuada al final del seguimiento entre mPRGF y los grupos de injerto de
membrana amnidtica y autoinjerto conjuntival, tampoco presenta diferencias entre

grupos en lo relativo a la estabilidad del injerto.

Los resultados positivos obtenidos con el uso de mPRGF en cirugias de pterigion y la
ausencia de efectos adversos reportados durante el tiempo de seguimiento, respaldan
su uso en casos recidivados o cuando existen limitaciones en la cantidad o calidad tejido
conjuntival. Ademas, la rapidez de obtencion de esta formulacidon sin necesidad de
disponer de un banco de tejidos, podria suponer una ventaja logistica afadida que

facilite su uso.
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El colirio “immunosafe” PRGF (is-ePRGF), que presenta una inactivacién térmica del
sistema de complemento, ha demostrado resultados positivos en el pasado para
enfermedades con un componente autoinmune. Para aquellas manifestaciones
oculares asociadas a la conjuntivitis cicatrizante, la aplicacion combinada de Ia
formulacion isPRGF en forma de colirio e inyectable, ha demostrado eficacia y seguridad

en los casos presentados.

El isPRGF, a través de su efecto sobre la respuesta inmune, la inflamacién y la fibrosis,
ha reportado mejoras significativas en las variables principales estudiadas (inflamacién
y clasificacidon de gravedad). Estos resultados positivos defenderian la incorporacién a

su uso clinico para pacientes con conjuntivitis cicatrizante.
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El uso de terapias bioldgicas como el colirio de suero autélogo (SA), obtenido a partir de la sangre
del propio paciente, o la membrana amnidtica (MA) obtenida a través del banco de tejidos, son
bien conocidas en oftalmologia. Aun asi, su uso se reduce a un pequefio nicho que no ha variado
demasiado en los ultimos afios. Curiosamente, las formulaciones de PRGF podrian suponer un
avance frente a la situacién previa de este tipo de terapias. El ePRGF, por ejemplo, ha
demostrado ser mas eficaz que el SA en algunos pacientes con trastornos de la superficie ocular,
mientras que mPRGF por su parte, ha comenzado a generar evidencias como un sustituto
potencial de la membrana amnidtica. [192, 193, 298, 299, 387]. Su uso combinado con otras
terapias como los RGTAs [281] o con lentes esclerales [397], han reportado resultados positivos
tanto en “haze” corneal como tiempos de cierre de los defectos. Otros desarrollos como is-
ePRGF o is-mPRGF gracias a sus efectos moduladores de la inflamacidn, la fibrosis y la respuesta
inmune, que ya han demostrado resultados exitosos para el tratamiento de las manifestaciones
oculares de enfermedades como el SS o el GVHD o la CC [34, 35], muy probablemente sirvan de

base para futuras aproximaciones en esta linea.

Patologias como el glaucoma también parecen tener un recorrido prometedor, no sdlo
nuevamente en relacidon a las propiedades antiinflamatorias y antifibréticas del PRGF, sino
ademas en lo referente a un posible mejor manejo de la P1O. El papel del TGF-B1 en el desarrollo
de la patologia ha sido ampliamente estudiado, por lo que algunos autores sugieren la
importancia de enfocarse en esta molécula como parte de la estrategia futura de un mejor
control del glaucoma [398, 399]. De hecho, uno de los principales motivos de fracaso de la
cirugia de glaucoma esta relacionada con la fibrosis subconjuntival y la cicatrizacién de la
ampolla filtrante [38], por lo que los resultados reportados por cPRGF en estas cirugias podrian
defender no sdlo su uso intraquirargico [287] sino para el control del dafo producido por los
farmacos hipotensores [386] y potencialmente para un mejor control de la PIO en los estadios

iniciales del desarrollo de la patologia.

Ademas, existen evidencias de la seguridad y eficacia del uso de PRGF en retina mediante su uso
para el tratamiento de agujero macular. El uso de las formulaciones tanto iPRGF como mPRGF
ha demostrado el cierre de agujeros maculares de diferente origen (idiopatico, midpico,
traumatico, iatrogénico...) [289-291, 400]. La aparente reproductibilidad de los resultados de un
protocolo estandarizado parece resolver algunas limitaciones previas como los pobres
resultados obtenidos con el uso de otros derivados hematicos como los concentrados
plaquetarios [48, 292, 401]. En este sentido, PRGF también ha obtenido buenos resultados

preclinicos en cuanto la proteccién citotdxica en células del epitelio pigmentario [219, 402, 403],
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lo cual induce a explorar la posibilidad de usarlo en otras patologias de la retina como la retinosis
pigmentaria, la degeneracion macular asociada a la edad o la retinopatia diabética (donde
ademas la actividad del sistema del complemento juega un papel importante en su desarrollo

[404]).

Por ultimo, la amplia gama de posibilidades que ofrece el PRGF en términos de estabilidad y
almacenamiento podria acelerar los desarrollos en los actuales hallazgos reportados para la
expansion o cultivo celular (ej. células limbares) [211, 294], la implantacion de ICRS [405] o como
medio de conservacion de injertos donantes (ej. cérneas) [406]. Por todo ello, y aun
encontrdndonos en una situacién muy inicial en la mayoria de estos abordajes, podemos afirmar
que la versatilidad que ofrece esta tecnologia permitird un abordaje mas direccionado para el
estudio de un mayor rango de patologias. Ensayos clinicos de alto nivel de evidencia serdn
altamente deseables de cara a poder demostrar su eficacia y seguridad, con la finalidad de hacer
estas nuevas terapias una herramienta mas accesible a un mayor nimero de pacientes en todo

el mundo.
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