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RESUMEN

La enfermedad de 0jo seco esta causada por una ausencia crénica de lubricacion
y humectacién sobre la superficie ocular. Se trata de una patologia de caracter
multifactorial caracterizada por la pérdida de homeostasis de la pelicula lagrimal y en
cuya etiologia intervienen la inestabilidad e hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal

(Bron et al., 2017; Craig et al., 2017b).

Las consecuencias de la enfermedad de ojo seco abarcan desde sintomatologia
de irritacion ocular leve pero de caracter persistente, hasta una inflamacién significativa

y/o incluso a la aparicién de lesiones en la superficie ocular de caracter irreversible.

Los sustitutos lagrimales se consideran el tratamiento sintomético base para esta
patologia (Jones et al., 2017; No author, 2016). Entre sus funciones esta humectar y
lubricar los epitelios corneal y conjuntival protegiéndolos frente a los fendmenos de
desecacion y reducir el coeficiente de friccion contra la superficie ocular con el objetivo
de aliviar la sintomatologia de los pacientes. Ademas de para humectar la superficie
ocular, la mayoria de los sustitutos lagrimales estan especialmente indicados para
humectar la superficie de las lentes de contacto. Su uso est establecido tanto para
facilitar la insercion como para evitar su deshidratacién una vez se ha colocado la lente
en la superficie ocular. En estos casos, la instilacion de soluciones humectantes
aumenta considerablemente el confort tanto en sujetos sanos como en usuarios de

lentes de contacto con sintomatologia de sequedad ocular (Pucker et al., 2016).

En este sentido, la busqueda de nuevas soluciones terapedlticas exige el disefio
de productos que mimeticen al maximo las caracteristicas fisico - quimicas de la pelicula
lagrimal. Al mismo tiempo, la incorporacion de nuevos ingredientes en este tipo de
soluciones requiere la monitorizacién de los efectos producidos a nivel celular y la

valoracion de la seguridad y eficacia en los usuarios finales.
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La actualizaciébn constante de la documentacion técnica de los productos
sanitarios abre la posibilidad de la busqueda por parte de los fabricantes de nuevas
aplicaciones ademas de las ya registradas del producto. En este aspecto, los sustitutos
lagrimales son buenos candidatos para ser destinados ademas de al alivio de la irritacion
y de la sintomatologia de sequedad ocular, a la humectacion y lubricacion de lentes de
contacto y como terapia coadyuvante en trastornos inflamatorios de la superficie ocular.
Sin embargo, la inclusibn de nuevas aplicaciones en las instrucciones de uso del

producto exige la realizacidén de investigaciones clinicas que las respalden.

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido demostrar que la inclusion del
ingrediente Aloe vera en la férmula de un sustituto lagrimal con hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) presenta un efecto protector frente a la irritacion a nivel celular y sobre la
sintomatologia de irritacion ocular asociada a la enfermedad de ojo seco. De forma
paralela y con el objetivo de demostrar otras posibles aplicaciones del producto se ha
evaluado la humectacion de lentes de contacto hidrofilicas tras la instilacién de este
sustituto lagrimal y el efecto sobre la concentracién de moléculas pro-inflamatorias en

sujetos con sintomatologia de sequedad ocular.

Mediante estudios in vitro se ha demostrado que la inclusion de un 1% de Aloe
vera en una férmula base con HPMC produce un incremento en la viabilidad celular a
corto plazo en un cultivo de células de epitelio corneal de conejo de la linea Statens
Seruminstitut Rabbit Cornea (SIRC). De forma paralela, en el andlisis comparativo del
efecto sobre la viabilidad celular de la solucion experimental con otros sustitutos
lagrimales ya comercializados, se observaron los mejores porcentajes de viabilidad
celular a corto plazo con la solucién de estudio basada en un 1% de Aloe veray un 0.2%

de HPMC y con el producto basado en un 0.5 % de carboximetilcelulosa (CMC).

En lo respectivo a los estudios in vivo la evaluacién de la seguridad y eficacia ha

demostrado que la solucion experimental es igual de segura que la solucién control y
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presenta mayor eficacia en el alivio de la sintomatologia de irritaciébn asociada a la

enfermedad de ojo seco leve — moderada.

Por ultimo, la busqueda de nuevas aplicaciones posibles de la formula han
demostrado la eficacia in vivo durante los minutos iniciales después de la instilacion de
la solucidn experimental en la humectacion de la superficie de lentes de contacto
hidrofilicas asi como un aumento en la satisfaccién del usuario y una disminucion inicial
en la agudeza visual de bajo contraste. Por otro lado, la evaluacién de la concentracion
de moléculas pro-inflamatorias en la pelicula lagrimal tras 3 meses de uso de la solucion
experimental ha mostrado un descenso significativo en los niveles de metaloproteinasa

de matriz - 9 y de interleuquina - 6.

Como conclusién de esta tesis doctoral se puede afirmar que la solucion
humectante basada en Aloe vera e HPMC es un producto adecuado para el alivio de la
sintomatologia de irritacién asociada a sequedad ocular. Los estudios in vivo realizados
destinados a demostrar nuevas aplicaciones del producto, como la humectacion de
lentes de contacto hidrofilicas y el efecto sobre los niveles de moléculas pro -
inflamatorias en sujetos con sintomatologia de sequedad ocular respaldan la posible

inclusion de nuevas aplicaciones en el uso previsto del producto.
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SUMMARY

Dry eye disease is caused by a chronic lack of lubrication and moisture on the
ocular surface. It is a multifactorial pathology characterized by a loss of homeostasis of
the tear film and whose etiology intervenes in the instability and hyperosmolarity of the

tear film (Bron et al., 2017; Craig et al., 2017b).

The consequences of dry eye disease range from symptoms of mild but
persistent eye irritation, to significant inflammation and / or even the appearance of

irreversible lesions on the ocular surface.

Tear substitutes are considered the base symptomatic treatment for this
pathology (Jones et al., 2017; No author, 2016). Its functions include moisturizing and
lubricating the corneal and conjunctival epithelia, protecting them against desiccation
phenomena and reducing the coefficient of friction against the ocular surface in order to
alleviate the symptoms of patients. In addition to moisturizing the ocular surface, most
tear substitutes are especially suitable for moisturizing the surface of contact lenses. Its
use is established both to facilitate insertion and to avoid dehydration once the lens has
been placed on the ocular surface. In these cases, the instillation of moisturizing
solutions considerably increases comfort both in healthy subjects and in contact lens

users with symptoms of dry eye (Pucker et al., 2016).

In this sense, the search for new therapeutic solutions requires the design of
products that mimic the physicochemical characteristics of the tear fim. At the same time,
the incorportation of new ingredients in this type of solutions requires the monitoring of
the effects produced at the cellular level and the assessment of safety and efficacy in

end users.

The constant updating of the technical documentation of medical devices opens
the possibility of searching by manufacturers for new applications in addition to those

already registered for the product. In this regard, tear substitutes are good candidates
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for use in addition to relieving irritation and dry eye symptoms, for moisturizing and
lubricating contact lenses and as adjuvant therapy in inflammatory disorders of the ocular
surface. However, including new applications in the product’s instructions for use

requires clinical research to support it.

The main objective of this PhD thesis has been to demonstrate that the inclusion
of the ingredient Aloe vera in the formula of a tear substitute with
hydroxypropylmethylcellulose has a protective effect against irritation at the cellular level
and on the symptoms of eye irritation associated with dry eye disease. In parallel, and
with the aim of demonstrating other possible applications of the product, the wettability
of hydrophilic contact lenses after the instillation of this tear substitute and the effect on
the concentration of pro - inflammatory molecules in subjects with dry eye symptoms has

been evaluated.

In vitro studies have shown that the inclusion of 1% of Aloe vera in a base formula
with hydroxypropylmethylcellulose produces a short-term increase in cell viability in a
culture of rabbit corneal epithelium cells of the Statens Seruminstitut Rabbit Cornea
(SIRC) line. In parallel, the comparative analysis of the effect on cell viability of the
experimental solution with other tear substitutes already commercialized, the best
percentages of short - term cell viability were observed with the experimental solution
based on 1% of Aloe vera and 0.2% hydroxypropylmethylcellulose and with the product

based on 0.5% of carboxymethylcellulose.

Regarding in vivo studies, the evaluation of safety and efficacy has shown that
the experimental solution is just as safe as the control solution and that is more effective

in relieving the symptoms of irritation associated with mild to moderate dry eye disease.

Finally, the search for new possible applications of the formula has shown the
effectiveness in vivo during the initial minutes after instillation of the experimental solution
in moisturizing the surface of hydrophilic contact lenses as well as an increase in users’

satisfaction and an initial decrease in low contrast visual acuity. On the other hand, the
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evaluation of the concentration in the tear film of pro - inflammatory molecules after three
months of continuous use of the experimental solution has shown a significant decrease

in the levels of matrix metalloproteinase - 9 and interleukin - 6.

In conclusién of this PhD thesis, it can be stated that the moisturizing solution
based on Aloe vera and hydroxypropylmethylcellulose is a suitable product for the relief
of the symptoms of irritation associated with dry eye disease. In vivo studies carried out
to demonstrate new applications of the product, such as the moisturizing of hydrophilic
contact lenses and the effect on the levels of pro-inflammatory molecules in subjects with
symptoms of dry eye disease support the inclusion of new applications in the intended

use of the product.
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1. LA SUPERFICIE OCULAR

El término superficie ocular hace referencia al conjunto de todas las estructuras
y 6érganos anejos del ojo que se encuentran en contacto con el exterior y que actlian en
conjunto como una unidad anatomica y funcional. Engloba diferentes estructuras
oculares vinculadas entre si como: los epitelios corneal y conjuntival, la pelicula lagrimal,
las glandulas lagrimales principal y accesorias, los parpados y sus glandulas y el
conducto nasolagrimal (Gipson, 2007).

Su funcién principal consiste en proporcionar proteccion al resto de tejidos del
ojo frente a agentes externos, asi como mantener la transparencia e integridad de la
cérnea. A diferencia de otros epitelios del cuerpo humano, la superficie ocular se
encuentra especialmente expuesta a fendmenos de desecacion, lesiones o contacto con
patdgenos. Por ello, cuenta con numerosos mecanismos de defensa que garantizan la
vision.

2. LA PELICULA LAGRIMAL

La pelicula lagrimal es un fluido que recubre, lubrica y nutre la superficie ocular.
Constituye la primera superficie refractiva que atraviesa la luz cuando entra en el
sistema visual y se encuentra en contacto directo con el aire, por ello, es considerada
un mecanismo natural muy complejo, creado por nuestro organismo para proteger a las

estructuras oculares frente a particulas externas (Maurice, 1990).

Su estabilidad es indicativa de salud ocular ya que se encuentra en contacto
directo con el epitelio conjuntival y corneal. Este dltimo, es el que depende mas
directamente de ella tanto para su nutricion como para su humectacion protegiéndolo

frente a fendmenos de desecacion.
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2.1 ESTRUCTURA DE LA PELICULA LAGRIMAL

Aunque clasicamente siempre se ha establecido un modelo lagrimal en tres
capas (Wolff, 1946): una capa externa lipidica que retarda la evaporacion de la fase
acuosa, una capa media acuosa que proporciona humectacion, nutrientes y enzimas
antimicrobianas y una capa interna mucinica, que disminuye la hidrofobicidad inherente
a las células de los epitelios corneal y conjuntival, algunos autores sostienen que esto

no representa la realidad (Doane, 1994).

Actualmente, se proponen modelos mas complejos para ilustrar la estructura de
la pelicula lagrimal, describiendo la posible relacion entre lipidos, proteinas y mucinas.
Entre ellos el mejor establecido describe una estructura mucho mas dindmica. Desde la
zona mas externa hacia la mas interna: una capa lipidica muy fina que estéa en contacto
directo con el aire, una capa acuoso-mucinica (Cher, 2008) subyacente mas gruesa con
un aumento de la concentracion de mucinas a medida que nos acercamos a las células
epiteliales corneales y una capa final muy delgada (glicocalix) unida a la membrana del
epitelio que proporciona hidrofilia a la superficie del epitelio corneal de naturaleza

hidrofébica (Dilly, 1994).
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Figura l.1.- Estructuray componentes de la pelicula lagrimal. Imagen adaptada de

P. Argueso. (Craig et al., 2017b).

2.2 COMPOSICION DE LA PELICULA LAGRIMAL

Cada una de las capas definidas en el apartado anterior esta compuesta por
macromoléculas de gran relevancia en las funciones de la pelicula lagrimal. En la fase
acuoso-mucinica destaca la presencia de mucinas, glicoproteinas de alto peso
molecular cuya principal caracteristica es su capacidad para formar geles (Desseyn et
al., 2000). Constituyen el componente principal del recubrimiento mucoso cumpliendo
funciones que van desde la lubricacién hasta la formacién de barreras fisicas y quimicas
donde con frecuencia juegan un papel inhibitorio frente a patégenos, protegiendo a los

epitelios de la superficie ocular.
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Figura l.2: Representacion de la funcion de barrera protectora de las mucinas en la
superficie ocular. Imagen adaptada (Mantelli and Argleso, 2008).

Son secretadas mayoritariamente por células caliciformes especializadas del
epitelio conjuntival (células Goblet), por las criptas de Henle (inflexiones del epitelio
conjuntival localizadas en la conjuntiva tarsal) y por las células de Manz (localizadas en
forma de anillo alrededor del limbo esclero-corneal). De los 20 tipos diferentes de
mucinas que se encuentran descritos en el organismo, 9 tipos se encuentran en la

superficie ocular.

Esta fase esta compuesta principalmente por mucinas en suspension o solubles,
mucinas formadoras de gel y mucinas glicosiladas transmembrana, directamente

ancladas al epitelio corneal formando el glicocélix.

Las mucinas solubles son las de menor tamafio. Se sintetizan principalmente en

la glandula lagrimal y no forman gel. Aunque su funcién en la superficie ocular todavia
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no esté clara, se ha descrito su actividad bactericida y fungicida en otros epitelios (Bobek
and Situ, 2003; Lamblin et al., 2001). Entre ellas se encuentra la MUC7, expresada

principalmente en los acinos de la glandula lagrimal (Watanabe, 2002).

Las mucinas formadoras de gel son las mas numerosas en la superficie ocular y
son secretadas principalmente por las células Goblet. Tienen capacidad de retener agua
formando un gel hidromucinico que contribuye a lubricar las superficies epiteliales, asi
como a atrapar alérgenos y sustancias de desecho del metabolismo celular. Ademas,
ha sido descrito en modelo animal, que pueden actuar uniéndose a patdégenos como la
Pseudomona aeruginosa, evitando su union al epitelio corneal y facilitando su

eliminacion de la superficie ocular (Fleiszig et al., 1994).

Entre ellas, presenta un papel principal la MUC5AC, una de las mucinas mas
estudiadas en la superficie ocular, que constituye el componente mayoritario de la
secrecién de las células Goblet, y contribuye al mantenimiento de la viscosidad y de las

caracteristicas reologicas de la lagrima.

Cuando se encuentran almacenadas dentro de las células caliciformes las
mucinas tienden a formar polimeros, sin embargo, son secretadas como monémeros a
la pelicula lagrimal. Este comportamiento puede deberse a la necesidad de formar un
recubrimiento para el epitelio de baja viscosidad que contribuya a mantener la
transparencia y por lo tanto las propiedades 6pticas de la superficie ocular (Berry et al.,

2004; Kautto et al., 2016; Spurr-Michaud et al., 2007).

Las mucinas transmembrana son las encargadas de formar el glicocalix de la
superficie ocular siendo sintetizadas principalmente en el reticulo endoplasmatico de las
células epiteliales. Gracias a sus caracteristicas bipolares, pueden unirse por el extremo
no polar a la membrana de las células epiteliales corneales y conjuntivales de
caracteristicas hidrofébicas, y por su extremo polar a la fase acuosa de la pelicula
lagrimal. Estas propiedades surfactantes facilitan la interaccion con la fase acuosa de la

lagrima, proporcionando una superficie humectable que favorece la distribucion del resto
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de componentes con el parpadeo. Ademas, y al igual que las mucinas solubles y las
formadoras de gel, también forman una primera linea de defensa para las células
epiteliales contra patdgenos, alérgenos, desecacion y lesiones (Guzman-Aranguez and

Argueso, 2010; Mantelli and Argieso, 2008).

MUC1, MUC4 y MUCL16 son las mucinas transmembrana mas comunes en la
interfaz entre el epitelio de la superficie ocular y la pelicula lagrimal. Cualquier alteracion
que afecte a la sintesis de mucinas o a la formacion del glicocalix, va a producir una
desestabilizacion del resto de componentes de la lagrima, disminuyendo la adherencia
y provocando la aparicion de zonas de exposicion, lo que puede resultar en dafio de la
superficie ocular. Algunas de las patologias oculares mas comunes en las que se
producen alteraciones tanto en la secrecion de mucinas como en las mucinas asociadas
a las células epiteliales son: fenomenos alérgicos, sindrome de ojo seco de etiologia

autoinmune o no autoinmune e infecciones de la superficie ocular.
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Tabla I.1.- Distribucion de mucinas en el epitelio de la superficie ocular.

CLASIFICACION

MUCINAS TRANSMEMBRANA (O
ASOCIADAS A LA MEMBRANA)

SOLUBLES
MUCINAS
SECRETADAS
FORMADORAS
DE GEL

NOMBRE

MUC1

MUC4

MUC16

MUC7

MUC2

MUCS5AC

MUC5B

MUC6

MUC19

LOCALIZACION

Epitelio corneal y
conjuntival, glandula
lagrimal, epitelio del saco
lagrimal, conductos
nasolagrimales.

Epitelio conjuntival y
corneal, glandula
lagrimal, epitelio del saco
lagrimal y conductos
nasolagrimales.

Epitelio corneal y
conjuntival, glandula
lagrimal principal y
glandulas accesorias de
Krause, conductos
nasolagrimales.

Epitelio conjuntival,
glandula lagrimal, epitelio
del saco lagrimal y de los

conductos
nasolagrimales.

Conjuntiva, epitelio del
saco lagrimal y
conductos
nasolagrimales

Células Goblet, glandula
lagrimal, epitelio del saco
lagrimal y de los
conductos
nasolagrimales
Glandula lagrimal,
epitelio del saco lagrimal
y de los conductos
nasolagrimales
Glandula lagrimal,
epitelio del saco lagrimal
y de los conductos
nasolagrimales

Células Goblet

REFERENCIAS

(Gipson and Argueso,
2003; Inatomi et al.,
1995; Paulsen et al.,

2004)

(Gipson and Argueso,
2003; Inatomi et al.,
1996; Paulsen et al.,

2004, 2003)

(Argueso et al., 2003;
Blalock et al., 2007;
Gipson and Argleso,
2003; Jager et al.,
2007)

(Jumblatt et al., 2003;
Paulsen et al., 2004)

(McKenzie et al.,
2000; Paulsen et al.,
2003)

(Inatomi et al., 1996;
Paulsen et al., 2004)

(Paulsen et al., 2004,
2003)

(Paulsen et al., 2004,
2003)

(Yu et al., 2008)

La fase acuosa estd producida por la glandula lagrimal principal y por las

glandulas accesorias de Krause y Wolfring. Entre las funciones principales de los

componentes de la fase acuosa estan: proporcionar oxigeno y nutrientes al epitelio

corneal subyacente debido a las caracteristicas avasculares de la cornea, proteccion

inmunoldgica y antibacteriana, funcion refractiva y eliminacion de detritus procedentes

del metabolismo celular.
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Esta formada principalmente por agua. En ella se encuentran disueltos
electrolitos como el Na* y el CI', que intervienen en el mantenimiento de la osmolaridad
fisiologica; Ca?*, Mg?*, Mn?*y K* esenciales para el mantenimiento de la integridad del
epitelio corneal, urea, glucosa e iones bicarbonato y carbonato responsables de la

regulacién del pH.

También se ha descrito la presencia de una elevada concentracion de proteinas,
mayoritariamente lisozima y lactoferrina (esenciales por su potente accién
antimicrobiana), lipocalina (fundamental en la interaccion con la fase lipidica), lacritina
(implicada en la proliferacion y superviciencia de las células epiteliales), proteinas
séricas como la albimina, transferrina, inmunoglobulinas slgA, IgG, IgM y mediadores
inflamatorios (Glasgow and Gasymov, 2011; Kijlstra and Kuizenga, 1994; McClellan et

al., 1973).

La proporcién descrita de cada una de ellas en la literatura cientifica depende
fundamentalmente del método utilizado para recoger la lagrima. Cuando se usan
métodos invasivos se produce estimulacién del tejido conjuntival, lo que resulta en una
mayor proporcion de proteinas plasmaticas. Sin embargo, cuando las muestras se
recogen mediante métodos menos invasivos, como recogida por capilaridad, aparece
una mayor proporcion de proteinas procedentes de la glandula lagrimal.
Aproximadamente entre un 20-30% del total del contenido proteico lagrimal es lisozima
(Aho et al., 1996; Sack et al., 2001). Se ha descrito que los niveles normales de esta
proteina se encuentran comprendidos en un rango entre 0.6 y 2.6 mg/mL (Avisar et al.,
1979). Es secretada por la glandula lagrimal principal y actta disolviendo la pared
bacteriana mediante digestion enzimatica de los mucopolisacaridos que la forman. La
lactoferrina también representa alrededor del 20% del contenido proteico total tanto en
la lagrima basal como en la refleja (Janssen PT, 1983; Sack et al., 2001). Su
concentracion promedio en la pelicula lagrimal de sujetos sanos se encuentra en torno

a 2.2 mg/mL (Kijlstra et al., 1983). Aunque han sido descritos mecanismos de accion
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antimicrobiana independientes (Farnaud and Evans, 2003), su accién principal se debe
a su alta capacidad de uniéon de cationes divalentes como el Fe*2. Privando a las
bacterias de la biodisponibilidad de este elemento, esencial para el crecimiento y la
produccion de toxinas (McDermott, 2013). Entre los ligandos nativos de la lipocalina
lagrimal, otro de los elementos proteicos mayoritarios, se han identificado acidos grasos,
fosfolipidos, glicolipidos y colesterol. Esta proteina interacciona mediante uniones lipido-
proteicas con la fase lipidica contribuyendo al mantenimiento de la baja tensién
superficial y a la viscosidad no newtoniana del fluido lagrimal, caracteristicas esenciales
para mantener la estabilidad lagrimal (Glasgow and Gasymov, 2011). Dentro del grupo
de las inmunoglobulinas, la IgA es la mas abundante. Actla proporcionando un
recubrimiento inmunoldgico al tejido conjuntival y constituye la primera linea del
mecanismo de defensa frente a la infeccidon gracias a la inhibicion de la adhesién
bacteriana y viral a las células epiteliales. Neutraliza las toxinas bacterianas y viricas
tanto en el medio intra- como en el extracelular (Williams and Gibbons, 1972; Zierhut et

al., 2002).

La fase lipidica constituye la parte mas externa de la pelicula lagrimal y por tanto
es la que forma el contacto en la interfaz superficie ocular-aire. Entre sus funciones
principales se encuentra la de reducir la tension superficial, retardar la evaporacion de
la fase acuosa, actuar como lubricante durante el parpadeo y contener el fluido lagrimal
en los margenes del parpado (Bron et al., 2004; King-Smith et al., 2008). Ademas,
estudios recientes han descrito las propiedades antimicrobianas de los lipidos
meibomianos contra bacterias gram positivas y gram negativas y su participacion en la

defensa innata contra patdgenos (Mudgil, 2014).

Esta capa lipidica se encuentra integrada como su nombre indica por lipidos de
diverso tipo entre los que encontramos: acidos grasos libres, lipidos polares (incluidos
fosfolipidos), hidrocarbonos, triglicéridos, diglicéridos, lipidos no polares como el

colesterol y monoésteres de cera, que actiuan formando una barrera que evita la
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evaporacion del componente acuoso de la pelicula lagrimal (Butovich, 2013). El
componente clave y mayoritario de la capa lipidica, son los fosfolipidos. Sus
caracteristicas anfifilicas los convierten en los principales estabilizadores de la subcapa
polar que se forma en la interfaz acuoso-lipidica. Ademas su presencia es esencial para
conseguir una adecuada extension de la fraccion polar no lipidica de la lagrima
(Rantaméki et al., 2011). En general se pueden identificar tres limites bien definidos si
simplificamos la estructura de esta fase; fase acuosa / lipidos polares, lipidos polares /

lipidos no polares y lipidos no polares / aire.

En cierto modo, en esta fase también estan presentes proteinas, que se
intercalan entre los lipidos principalmente en la subcapa polar, modificando sus
propiedades. Investigaciones sobre la adsorcion de las diferentes proteinas lagrimales
en esta fase han mostrado que la lipocalina es la méas activa y que lactoferrina, lisozima
e IgA también interactian con los lipidos mientras que proteinas séricas como la
albumina interaccionan de forma mas débil. Ademas, se ha descrito la contribucion de
esta fase lipidica en el mantenimiento de la actividad enziméatica de la lisozima, evitando
la degradacién que tiene lugar cuando se encuentra en una interfaz aire-agua (Dartt,

2011; Glasgow et al., 1999; Miano et al., 2005).

La mayoria de las investigaciones sobre la fase lipidica de la pelicula lagrimal se
han centrado en los lipidos presentes en las glandulas de Meibomio. Tradicionalmente
estaba establecido que esta fase era secretada casi exclusivamente por estas glandulas
(> 90%) (Jester et al., 1981; McCulley and Shine, 2003) situadas en la lamina tarsal de
los parpados y de forma minoritaria por las glandulas de Zeiss y Moll, localizadas en el
margen palpebral del tarso y en la base de las pestafias respectivamente (Georgiev et
al., 2017). Esta creencia se ha visto modificada con la aparicion de estudios recientes
que discuten el origen de los fosfolipidos de la pelicula lagrimal al observarse grandes
diferencias en su concentracién cuando se compara la composicion de la pelicula

lagrimal con la composicion de la secrecion meibomiana (Brown et al., 2013; Lam et al.,

46




2014; Pucker and Haworth, 2015; Rantamaki et al., 2011). Del mismo modo,
investigaciones como la de Butovich, comparando la fraccion de lipidos no polares del
fluido lagrimal con el fluido meibomiano revelan que, aungue es cierto que las glandulas
meibomianas son una fuente importante, es necesario tener en cuenta otras fuentes
probables de lipidos como la conjuntiva, la cérnea y la secrecién de la glandula lagrimal

principal (Butovich, 2008).

2.3 HOMEOSTASIS DE LA PELICULA LAGRIMAL

El concepto homeostasis describe el estado del equilibrio en el cuerpo con
respecto a sus diversas funciones y a la composicion quimica de los fluidos y tejidos. La
produccién del fluido lagrimal es un proceso regulado. Tanto la superficie ocular como
los méargenes palpebrales se encuentran densamente inervados formando la base para
ajustar la secrecion de la pelicula lagrimal. Las glandulas lagrimales y sebaceas reciben
inervacion tanto del sistema simpatico como del parasimpético (Botelho, 1964; Sibony
et al., 1988), ademas, se cree que las células caliciformes encargadas de secretar el
componente mucinico también se encuentran bajo control del sistema parasimpatico

(Dartt and Willcox, 2013).

La pelicula lagrimal se forma con cada parpadeo como parte de un ciclo continuo.
La tasa de secrecion del fluido de la capa acuosa es de 1.2 pl/minuto (Mishima et al.,
1966). Su volumen se distribuye cubriendo el area de la superficie ocular y formando el
menisco lagrimal, que sirve de interfaz entre los margenes del parpado y el epitelio
corneal y conjuntival. El estimulo mecanico realizado en cada parpadeo, es el
desencadenante para la salida de la secrecion de las glandulas de Meibomio y permite

gue ésta se extienda sobre la pelicula lagrimal preocular.

El parpadeo también es el encargado de facilitar el movimiento de drenaje hacia
los orificios lagrimales. Dichas vias de drenaje se encuentran localizadas en la parte
interna de los bordes palpebrales. Desde alli la lagrima fluye por los canaliculos superior

e inferior desembocando en el sistema nasolagrimal. El volumen perdido por
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evaporacion y por el drenaje se reemplaza de nuevo con la secrecion lagrimal y vuelve

a comenzar el ciclo.

En el momento en que se producen alteraciones en la secrecién de alguna de
las fases de la pelicula lagrimal, ésta se vuelve inestable y se pueden ver afectadas sus

funciones.

3. LA CORNEA

La cérnea es un tejido avascular y transparente situado en la parte anterior del
globo ocular. Estas propiedades le confieren un papel principal en la formacion de
imagenes en la retina. Junto a la pelicula lagrimal, forma una superficie regular que
permite el paso adecuado de los rayos de luz hacia el cristalino y la retina. Ademas,
actla como barrera estructural protegiendo al ojo frente a infecciones (DelMonte and

Kim, 2011).

Estd formada principalmente por células epiteliales, queratinocitos, células
endoteliales y por componentes acelulares como colageno y glucosaminoglicanos.
Desde el exterior hacia el interior tradicionalmente se ha estructurado en 5 capas:
epitelio, membrana de Bowman o ldmina basal anterior, estroma, membrana de
Descemet o lamina basal posterior y endotelio. Se ha descrito la presencia de una sexta
capa localizada entre el estroma y la membrana de Descemet denominada “Capa de

Dua” (Dua et al., 2013).

El epitelio es la capa mas externa y por lo tanto la que se encuentra en contacto
directo con la lagrima. Consiste en una estructura escamosa compuesta por entre 5y 7
capas de células pluriestratificadas no queratinizadas. Dentro de ellas las mas
superficiales presentan microvellosidades y micropliegues. Estas formaciones
contribuyen al mantenimiento de la estabilidad de la pelicula lagrimal al mejorar la
adhesion de las mucinas. Gracias a la presencia de uniones estrechas o “tight junctions”
entre las células y a la diferenciacion y renovacién constante de las células de la zona

basal, sirve como barrera principal frente a los patdégenos. Se encuentra anclado a una
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lamina basal (membrana de Bowman), cuya funcion no esta del todo clara todavia.
Algunos autores sostienen que podria actuar como barrera fisica de proteccion del plexo
nervioso subepitelial (Guthoff et al., 2005). Por otro lado, se ha descrito su papel
principal en el mantenimiento de la hidratacion y transparencia del estroma gracias a la
protecciébn frente a traumatismos (Lagali et al.,, 2009). Una de las primeras
manifestaciones en las patologias que afectan a la superficie ocular es la epiteliopatia
corneal o queratitis punteada caracterizada por la aparicion de zonas de lesion o pérdida
celular visible mediante tincion con fluoresceina en las capas mas superficiales del

epitelio corneal.

El estroma representa la mayor parte del volumen corneal (alrededor del 90%).
Esta formado por una red de fibras de colageno ordenadas en disposicion laminar
paralelas a la superficie y una matriz extracelular compuesta de agua, proteoglicanos,
glicoproteinas y sales inorganicas (Torricelli and Wilson, 2014). Los queratocitos,
principales componentes celulares del estroma, se encuentran localizados entre las
laminas y son los responsables de la sintesis de proteoglicanos y colageno. Cuando se
produce una lesién, migran hacia el lugar donde se ha producido y restauran las
estructuras dafiadas. Las fibras de coldgeno estan constituidas sobre todo por colageno
tipo I, V'y en menor medida IV y su disposicién caracteristica asegura el mantenimiento
de una tensién uniforme en toda la estructura corneal. El espacio interfibrilar del tercio
estromal anterior y central es rico en proteoglicanos, responsables principalmente de

captar agua e iones.

En la cérnea posterior, inmediatamente después del estroma, se localiza una
capa acelular muy resistente e impermeable al aire formada por entre 5y 8 capas de

colageno vy libre de queratocitos. La denominada “Capa Dua” (Dua et al., 2013).

La membrana de Descemet une el estroma y la capa de Dua con la capa celular
mas interna de la cérnea, el endotelio. Esta membrana, también denominada membrana

basal posterior, estd formada por fibrillas de colageno y proteinas como laminina y
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fibronectina. Sirve de anclaje para el endotelio, una capa unicelular no regenerable,
localizada en la superficie posterior de la cornea y encargada de mantener la
transparencia a través del control del balance hidrico. Casi todos los intercambios
metabdlicos de la cérnea ocurren a través de la interaccion del endotelio con el humor

acuoso.

4. LA CONJUNTIVA

La conjuntiva es una membrana mucosa elastica y transparente que cubre el
globo ocular manteniendo una zona de continuidad desde el limbo esclero-corneal hasta
el interior de los parpados. A diferencia de la cornea, la conjuntiva estd muy
vascularizada y presenta gran cantidad de tejido linfoide. Es particularmente sensible a
las agresiones externas de origen infeccioso o alérgico, a las reacciones autoinmunes,
a la irritacion y a la sequedad ocular. Se divide en tres regiones principales: conjuntiva
bulbar, conjuntiva tarsal o palpebral y conjuntiva de fondo de saco o férnix. La conjuntiva
bulbar proporciona cobertura a la esclera y a su vez se subdivide en dos zonas
diferenciadas, la zona limbal que comienza inmediatamente a continuacién del epitelio
corneal y la zona escleral. En la conjuntiva tarsal se diferencian principalmente tres
zonas: marginal, tarsal y region orbital. Finalmente, el férnix, que forma la unién entre la
conjuntiva bulbar y la palpebral, se divide en region superior, inferior, lateral y zona

media.

El epitelio conjuntival, después de las glandulas lagrimales, es la segunda fuente
de electrolitos y agua para la pelicula lagrimal (Dartt and Willcox, 2013). Consiste en
una capa celular de epitelio escamoso y columnar estratificados no queratinizados con

células caliciformes intercaladas (Gipson, 2016; Shumway and Wade, 2018).

Las células caliciformes o Goblet de la conjuntiva se consideran la fuente
principal de mucinas, mayoritariamente de las formadoras de gel, para la superficie

ocular. Las cuales, como se ha descrito anteriormente, tienen un papel esencial en el
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anclaje de la pelicula lagrimal a los epitelios corneal y conjuntival (Gipson and Argiieso,

2003).

Tienen forma redondeada u ovalada dependiendo de la zona del epitelio donde
se localicen y cuentan con un diametro que puede oscilar entre 10 y 40 um en funcion
de si se encuentran llenas o de si acaban de liberar su secrecibn mucinica. Su
membrana basal se encuentra en contacto directo con la membrana basal del epitelio,
por lo que cubre todo su grosor llegando hasta la superficie apical. Lateralmente, Gipson
et al. han descrito que forman uniones estrechas o “tight junctions” con las células

epiteliales vecinas (Gipson et al., 2005).

En la conjuntiva humana, las células Goblet se pueden encontrar de forma
aislada o formando grupos. La mayor densidad celular por area se encuentra en el
epitelio conjuntival de la zona nasal, y las zonas con menor densidad son la conjuntiva

bulbar superior e inferior (Kessing, 1968; Moore et al., 1987).

CELULAS GOBLET EN LA SUPERFICIE OCULAR

OIS
N4

=3
—

Figura |.3: Representacion de la distribucion de las células Goblet en la superficie ocular

humana. Imagen obtenida de (Kessing, 1968).
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Si comparamos la superficie no cubierta con la que se encuentra cubierta por el
parpado, el nimero de células Goblet se duplica (Inatomi et al., 1996; Knop et al., 2011).
Estas células contienen un elevado nimero de granulos de mucina en su interior, que
llenan la célula desplazando el nucleo hacia la membrana basal. Su secrecién apocrina
liberada por exocitosis contiene principalmente una mucina formadora de gel de elevado
peso molecular, la MUC5AC (Inatomi et al., 1996). Ademas de la secrecion de MUC5AC
cada vez estd mas reconocido que las células Goblet también intervienen modulando la
respuesta inmune en la superficie ocular mediante la liberacién de citoquinas (Garcia-
Posadas et al., 2016). Su secrecién esta modulada por las terminaciones nerviosas del
sistema simpatico y parasimpatico de los plexos epiteliales y subbasales que se

distribuyen rodeandolas (Diebold et al., 2001).

Cuando se produce una disminucion de la concentracion de MUC5AC, la
naturaleza hidrofilica de la pelicula lagrimal se ve alterada, disminuyendo la

humectabilidad y la lubricacion de la superficie ocular.

4.1 CITOLOGIAS DE IMPRESION CONJUNTIVAL

La superficie ocular es una parte del cuerpo de facil acceso. Debido al impacto
producido por las patologias de la superficie ocular en las células Goblet, se han
desarrollado diferentes técnicas para evaluar su estado. Entre ellas la mas utilizada es

la citologia de impresion conjuntival.

Esta prueba consiste en una técnica minimamente invasiva, que evalla
histologicamente la densidad celular, retirando las células situadas en las capas mas
superficiales del epitelio, mediante la aplicacion de papel de filtro absorbente durante
unos segundos. Inicialmente se empleaban membranas de acetato de celulosa, pero se
descubri6 que no eran el material mas efectivo para muchas de las técnicas
inmunohistoquimicas o analisis genéticos, por lo que se han empezado a utilizar

membranas de politetrafluoroetileno (PTFE) y polietersulfona (PES).
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Figura |.4: Citologia de impresion conjuntival con tincion PAS — hematoxilina (20x) del
area bulbar superior de un sujeto sano. Lecho de células epiteliales y alta densidad de

células Goblet o caliciformes.

Ademas de para analisis histologicos y diferentes técnicas de biologia molecular,
la muestra obtenida puede ser analizada por diferentes métodos entre los que se incluye
la microscopia confocal. Peral y colaboradores desarrollaron una técnica en la que se
combina la citologia de impresion conjuntival y la microscopia laser confocal con el
objetivo de obtener una imagen en 3D de las células Goblet y de su secrecion mucinica.
Este método hace posible la evaluacion cuantitativa del espesor de la célula y de su
secrecion proporcionando datos de especial relevancia en el diagndstico de alteraciones

oculares (Peral and Pintor, 2008).
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Figura I.5: Imagen de citologia de impresion obtenida por microscopia laser confocal. (A)
Densidad de células Goblet obtenida con magnificacion 20x (B) espesor de la capa
celular (CLT) y altura nube de mucina (MCH) (C) Células Goblet con aumento 40x. Imagen
obtenida de (Carracedo et al., 2016).

Nube de mucina (MCH)

Capa de mucina

Capa celular

Figura |.6: Detalle de la secrecion de la célula Goblet.

Imagen adaptada de (Peral and Pintor, 2008).
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Muchas de las patologias de la superficie ocular revelan una densidad de células
Goblet disminuida y directamente relacionada con la severidad de la alteracion (Nelson
JD, 1986). Numerosos estudios han reportado la asociacion entre la sintomatologia de
sequedad ocular y la densidad de células Goblet en la conjuntiva (Moore et al., 2009;
Yeo et al., 2003; Zuazo et al., 2014). Por lo que, en la dltima década, esta técnica se ha
convertido en uno de los métodos estandar para el diagnostico y la monitorizacion del

sindrome de ojo seco (Wolffsohn et al., 2017).

Varios estudios muestran que la pérdida de células Goblet esta correlacionada
con la gravedad clinica y el nivel de inflamacion de la superficie ocular en ojo seco
acuodeficiente. Ademas se ha observado que la sintomatologia de irritacion esta

inversamente correlacionada con la densidad de células Goblet (Zuazo et al., 2014).

5. IRRITACION OCULAR Y ENFERMEDAD DE 0JO SECO

Las mucosas oculares estan expuestas de forma directa al medio ambiente y por
tanto a diferentes alérgenos y sustancias irritantes. El término irritacion ocular se usa
para describir un amplio espectro de sintomas entre los que se incluyen sequedad
ocular, picazén, ardor y sensaciéon de arenilla. Esta condiciébn se encuentra entre las
guejas mas comunmente reportadas en las consultas oftalmoldgicas y optométricas

pudiendo estar asociada a numerosas causas.

Factores como el porte de lentes de contacto y/o el uso de pantallas de
visualizacién, la presencia de agentes irritantes externos o contaminantes pueden
producir irritacién ocular transitoria. Sin embargo, si la exposicion del ojo a estos agentes

es continua, la sintomatologia de irritacién ocular puede llegar a convertirse en crénica.

La severidad del dafio producido por un agente externo en la superficie ocular
depende de diferentes factores como el pH, la capacidad de union a las células de los
epitelios corneal y conjuntival y el grado de penetracion principalmente a nivel corneal.
En el momento en que un agente irritante entra en contacto con la superficie ocular,

comienzan a accionarse mecanismos de defensa. Entre ellos encontramos la accién de
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la pelicula lagrimal y del parpadeo, que de manera conjunta actdan eliminando
sustancias, alérgenos y patdgenos potencialmente dafiinos. Inicialmente se produce un
aumento en la secrecién lagrimal con el objetivo de disminuir o eliminar su contacto
directo con las células epiteliales y de forma paralela aumenta la tasa de parpadeo para
conducir lo antes posible el agente externo hacia el sistema de drenaje nasolagrimal.
En caso de que con este proceso no se consiga la eliminacion total del agente irritante,
entran en juego el glicocalix, las uniones estrechas y las células epiteliales corneales y

conjuntivales limitando su ingreso en las capas mas profundas del tejido.

La literatura cientifica atribuye en gran medida la irritacién ocular a los procesos
alérgicos. No obstante, se ha descrito que su apariciébn también esta estrechamente
relacionada con otra de las patologias de la superficie ocular de mayor prevalencia, la
enfermedad de ojo seco (Stull et al.,, 2017). Galor y colaboradores demostraron
recientemente que los pacientes con sintomatologia de irritacién ocular moderada -
severa también presentan sintomas mas severos de sequedad ocular (Galor et al.,
2018). A menudo ambos procesos se encuentran solapados, lo que hace dificil el
diagndstico diferencial entre patologias que incluyen irritacién, sequedad ocular o los

dos procesos.

Los pacientes con sequedad ocular, sin necesidad de tener en cuenta la
etiologia, presentan generalmente una superficie ocular comprometida. Los
mecanismos de defensa naturales de la superficie ocular, en este caso, no son
plenamente funcionales, apareciendo zonas de desecacibn mas expuestas y
vulnerables de lo normal a agresiones externas. Por otro lado, en sujetos sanos, la
presencia continua de agentes irritantes puede conducir a dafio en las estructuras
oculares mas externas. Algunas como las células epiteliales corneales o las células
caliciformes conjuntivales se encargan de secretar una fraccion importante de los
componentes de la pelicula lagrimal. Por lo que si se ve afectada su funcién va a

conducir a fendmenos de sequedad ocular secundarios a procesos irritantes. Ambos
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procesos se encuentran en todo momento interrelacionados, por lo que el tratamiento

de los sintomas debe abordarse al mismo tiempo.

La definicion de la Enfermedad de Ojo Seco (EOS) ha evolucionado a medida
gue ha avanzado el conocimiento de los mecanismos implicados en el desarrollo de esta
patologia. La mas reciente y que mejor refleja lo que implica esta enfermedad es la
establecida por el panel de expertos del TFOS DEWS Il en el afio 2017 (Craig et al.,
2017b). En ella se recoge la naturaleza multifactorial del ojo seco como una enfermedad
donde la pérdida de la homeostasis de la pelicula lagrimal es el concepto fisiopatolégico
central. Como caracteristica principal sigue presente la sintomatologia ocular, dentro de
la que se incluyen molestias y/o alteraciones visuales. El reflejo del proceso clinico de
inestabilidad de la pelicula lagrimal, hiperosmolaridad, inflamaciéon y dafio en la
superficie ocular, también se considero clave a la hora de transmitir la etiologia de la
enfermedad. Por Ultimo, el aumento de la literatura cientifica en el area de las anomalias
neurosensoriales asociadas a la enfermedad hizo necesaria la inclusion de este término

en la definicion (Belmonte et al., 2017; Galor et al., 2015).

Teniendo en cuenta estas caracteristicas se establecidé la definicién oficial

recogida a continuacion:

“El ojo seco es una enfermedad multifactorial de la superficie ocular, que se
caracteriza por una pérdida de la homeostasis de la pelicula lagrimal y que va
acompafada de sintomas oculares, en la que la inestabilidad e hiperosmolaridad de la
superficie ocular, la inflamacion y el dafio de la superficie ocular, y las anomalias

neurosensoriales desempefian papeles etioldgicos” (Craig et al., 2017b).
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5.1 CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD DE 0JO SECO

Tradicionalmente se han planteado diferentes formas de clasificar la enfermedad
de ojo seco. Desde la perspectiva etiopatogénica, esta patologia puede dividirse en dos
grandes categorias: 0jo seco acuodeficiente y 0jo seco evaporativo, los cuales pueden
producirse de forma aislada o combinada (Lemp, 1995). Para la subclasificacion,
inicialmente el panel de expertos del TFOS propuso en 2007 (Lemp et al., 2007) varios
factores intrinsecos y extrinsecos que se cree que tienen influencia en el desarrollo de

la enfermedad.

0JO SECO
|
I I
ACUODEFICIENTE EVAPORATIVO
I I I I
ASOCIADO A NO ASOCIADO A
SINDROME DE SINDROME DE INTRINSECO EXTRINSECO
SJOGREN SJOGREN
DISFUNCION DE LA DEFICIT

— PRIMARIO I — GLANDULA DE —

e VITAMINA A
TRANSTORNOS DE LA | CONSERVANTES DE
——  SECUNDARIO | HENDIDURA PALPEBRAL COLIRIOS
USO DE LENTES DE
BAJA FRECUENCIA DE I
PARPADEO CONTACTO
ENFERMEDAD DE LA

MEDICAMENTOS SUPERFICIE OCULAR

Figura I.7: Clasificacion de ojo seco del informe del TFOS DEWS 2007.

Esquema adaptado (Lemp et al., 2007)
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Sin embargo durante la revision de este informe en el afio 2017 (Craig et al.,
2017b) se han propuesto modificaciones de los esquemas de clasificacion tradicionales.
Teniendo en cuenta la naturaleza ciclica de la enfermedad de ojo seco, una vez que el
individuo entra en el circulo fisiopatolégico (inestabilidad de la pelicula lagrimal,
hiperosmolaridad e inflamaciéon de la superficie ocular) independientemente del punto

de partida, las etiologias subyacentes acuodeficientes y evaporativas se combinan.

ENFERMEDAD DE OJO SECO

MIXTO

ACUODEFICIENTE EVAPORATIVO

¥ $ $ ¥

MANEJO PARA RESTAURAR LA

HOMEOSTASIS
TFOS DEWS Il INFORME DE MANEJO Y TRATAMIENTO

Figura 1.8: Clasificacion de la enfermedad de ojo seco del informe del TFOS DEWS II
2017. Imagen adaptada (Craig et al., 2017h).

Factores como las condiciones ambientales, el uso de lentes de contacto y la
disminuciéon en la tasa de parpadeo influyen en la sequedad ocular de etiologia
evaporativa. Situaciones mas severas como la disfuncién de las glandulas de meibomio
implican una deficiencia generalizada de la capa lipidica de la pelicula lagrimal. La
enfermedad de ojo seco de origen acuodeficiente se produce por una diminucion en la
secrecion lagrimal. Puede estar relacionada con numerosas causas. Entre los

principales factores de riesgo se encuentran la edad avanzada, la administraciéon de
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algunos farmacos sistémicos y enfermedades de origen autoimmune como el sindrome
de Sjogren. Aunque la causa principal varie, todas sus formas entran dentro del circulo

clinico que conduce a los signos y sintomas de la Enfermedad de Ojo Seco.

El descenso de la produccion y/o el incremento de la evaporacion de la pelicula
lagrimal producen un aumento en la osmolaridad, desencadenando una secuencia
inflamatoria que produce dafio en las células epiteliales, en el glicocalix y en las células
caliciformes en forma de epiteliopatia punteada, siendo la forma final comun para todos

los tipos de ojo seco.

Identificar la etiologia subyacente predominante de la enfermedad de ojo seco
(acuodeficiente o evaporativo) sigue siendo importante para la clasificacion y es crucial
para el abordaje clinico de la enfermedad. No obstante este panel de expertos sostiene
gue los subtipos forman parte de un cuadro de enfermedades en lugar de considerarse

entidades fisiopatolégicas diferenciadas (Craig et al., 2017b).

5.2 INFLAMACION ASOCIADA A LA ENFERMEDAD DE 0OJO SECO

Ha sido descrito que aproximadamente el 50% de los pacientes con
sintomatologia de sequedad ocular sufren procesos inflamatorios en la superficie ocular
con efectos clinicamente significativos (Boehm et al.,, 2011; Lam et al.,, 2009). La
hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal promueve la producciéon de biomarcadores
inflamatorios, diferenciacion celular anormal y apoptosis en las células epiteliales. Este
efecto produce una activacion inmediata de las vias MAPK (de las siglas en
inglés Mitogen-Activated Protein Kinases o0 proteinas quinasas activadas por
mitdégenos) y NFKB (Nuclear factor kappa B o factor nuclear kappa B), que controlan la
supervivencia celular y la produccion de citoquinas, conduciendo a una cascada de
eventos inflamatorios. Entre ellos, se produce una activacion transcripcional de genes
gue codifican metaloproteinasas de matriz pro-inflamatorias (MMPSs), especialmente

MMP-9.
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La MMP-9 es una de las metaloproteinasas de matriz mas estudiadas, debido a
su papel central en los procesos inflamatorios de la superficie ocular (Acera et al., 2013,
2008; Chotikavanich et al., 2009). Esta enzima actla desestabilizando la pelicula
lagrimal y contribuye a la disrupcion de la barrera epitelial mediante la escision de
proteinas como la zonula occludens y ocludina (Pflugfelder et al., 2005). Su expresion
por las células epiteliales corneales en condiciones de sequedad ocular se encuentra
incrementada y presenta una correlacion positiva con el estrés generado por la
hiperosmolaridad (Li et al., 2004). Por esta razon constituye uno de los biomarcadores
mas relevantes para el diagnéstico clinico y la monitorizacién de procesos inflamatorios

de la superficie ocular como la enfermedad de ojo seco.

La expresion de la MMP-9 esta inducida por la presencia de otras citoquinas
relacionadas con las primeras etapas de la cascada inflamatoria en la enfermedad de la
superficie ocular. Formas pro-inflamatorias de interleuquina - 1 (IL.-1a e IL-1B) e
interleuquina - 6 (IL-6) estan involucradas en procesos inflamatorios locales y sistémicos
y median directamente la regulacion de la MMP-9 a través de la via de sefializacion JNK

(Jun N- terminal Kinase o Quinasa Jun N-Terminal) (Li et al., 2004, 2002).

Una de las primeras opciones para reducir los signos y sintomas de sequedad
ocular es el uso de sustitutos lagrimales, sin embargo, otras modalidades de tratamiento
como farmacos anti-inflamatorios, retencién lagrimal y terapias mas novedosas
enfocadas a la estimulacion de la secrecion lagrimal también estan disponibles (Jones
et al., 2017). La mayoria de los productos comercializados actualmente son sustitutos
lagrimales. Estas formulaciones suelen tener un efecto en la sequedad como sintoma,
mejorando la comodidad del paciente; sin embargo, en la mayoria de los casos, no

tienen ningun efecto sobre los procesos inflamatorios de la superficie ocular.
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6. SUSTITUTOS LAGRIMALES

Los sustitutos lagrimales son soluciones acuosas que contienen como
ingredientes activos diferentes polimeros con el objetivo de aportar viscosidad a la
solucion, asi como propiedades humectantes, emulsionantes y lubricantes. Se utilizan
ampliamente en la clinica tanto para el tratamiento de la disfuncién lagrimal producida
por alteraciones en la produccion de cualquiera de las fases de la lAgrima, como para el
alivio de las irritaciones oculares. Siendo la primera opcién sea cual sea el estadio de la

alteracion.

Su objetivo principal consiste en aliviar la sintomatologia y favorecer la
recuperacion de la superficie ocular cuando se producen lesiones en las capas mas
superficiales de los epitelios corneal y conjuntival. Ademas, en el caso de la irritacion
ocular, acttan facilitando la limpieza y reduciendo el contacto de agentes externos y

patégenos con los tejidos.

6.1 CARACTERISTICAS DE LOS SUSTITUTOS LAGRIMALES
A la hora de desarrollar sustitutos lagrimales destinados al alivio de la
sintomatologia de sequedad e irritacién ocular, se deben tener en cuenta los siguientes

aspectos:

» Busqueda de buena tolerancia a nivel de la superficie ocular.

» Inclusion de ingredientes con alta afinidad por los epitelios corneal y
conjuntival.

= Viscosidad similar o ligeramente superior a la de la pelicula lagrimal para
evitar borrosidad.

= Incremento del tiempo de permanencia en la superficie ocular.
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6.1.1 PROPIEDADES FiSICO — QUIMICAS DE LA PELICULA LAGRIMAL Y DE LOS
SUSTITUTOS LAGRIMALES

Actualmente ningun sustituto lagrimal tiene la capacidad de suplir por completo
las caracteristicas de la lagrima ya que no es posible reproducir con exactitud los

componentes naturales que la forman.

Uno de los principales objetivos en la formulacion de sustitutos lagrimales es
emular el contenido hidrico y las caracteristicas fisico-quimicas de la pelicula lagrimal

humana (pH, osmolaridad, tension superficial, viscosidad).

- pH — El pH de la pelicula lagrimal es un factor de gran importancia, ya que
se encuentra relacionado con la funcién fisiolégica que desempefia en el ojo.
Es necesario tener en cuenta que la solucion quedara depositada sobre la
superficie ocular, por lo que debera tener un pH similar al de la lagrima
humana para evitar lesiones oculares generadas por excesiva alcalinidad o
basicidad. La literatura cientifica recoge que el valor fisiolégico de pH de la
lagrima humana en condiciones normales se encuentra entre de 6,5y 7,6,
con un valor promedio entre 7,0 y 7,6 dependiendo del método de medida
(Abelson et al., 1981; Fischer and Wiederholt, 1982; Kaufman and Alm,
2004). Por tanto, cualquier solucion destinada a ser instilada directamente en
el ojo debe ser neutra o ligeramente alcalina (Gangrede et al., 1996). Aunque
el fluido lagrimal presenta cierta capacidad amortiguadora, para la
formulacion de sustitutos lagrimales se proponen valores de pH entre 7,2 y
7,6 al ser los mejor tolerados (Motolko and Breslin, 1981). Para conseguir
este objetivo se utilizan sistemas tampdn o “buffers” reguladores de pH como
el tampon fosfato (fosfato sédico monobésico / fosfato sédico dibasico),
tampon citrato (4cido citrico monohidrato / citrato sédico dihidrato), tampén
bicarbonato (acido carbonico / i6n bicarbonato) y tampén bérico / bérax

(4cido bérico / bérax decahidrato).
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Osmolaridad — la osmolaridad de la lagrima humana es un parametro fisico-
guimico de considerable importancia, dado que sus valores reflejan el grado
de intercambio de agua y solutos entre la lagrima y la superficie ocular. La
presion osmotica de la pelicula lagrimal en sujetos sanos se corresponde con
la de una solucion de cloruro sédico al 0.9%, es decir, esta en torno a 300
mOsm/L (Craig et al., 1995; Tomlinson et al., 2006). Sin embargo, en sujetos
con sequedad ocular o con alteraciones en la superficie ocular, la
concentracion de solutos aumenta al disminuir el volumen lagrimal
(hiperosmolaridad). Se propone la isotonicidad o una ligera hipotonicidad en
las férmulas de sustitutos lagrimales, con el objetivo de contrarrestar la
hiperosmolaridad que se produce en pacientes con sequedad ocular,
restableciendo la osmolaridad normal fisiolégica. EI componente principal
utilizado para establecer la tonicidad de las soluciones oftalmicas es el NaCl.
En los dltimos afios se ha propuesto la inclusién en las nuevas formulas de
electrolitos que se encuentran de forma natural en la lAgrima como el Ca?*
Mg?'y K* y que juegan un papel muy importante en el mantenimiento de las
funciones de la superficie ocular.

Tension superficial — el término tensién superficial esta relacionado con la

humectabilidad. El interés de este parametro a la hora de disefiar sustitutos
lagrimales esta en que juega un papel clave en las propiedades humectantes
de la solucion. EI componente mayoritario de la fase serosa de la pelicula
lagrimal es el agua, cuya tensién superficial estd en torno a 70 mNm?,
mientras que la del epitelio corneal es relativamente inferior 28 mNm™. El
valor medio de la pelicula lagrimal en sujetos sanos esta comprendido entre
42 y 46 mN/ m? (Nagyova and Tiffany, 1999; Tiffany et al., 1989). Para la
correcta extension de una solucién acuosa sobre la superficie ocular es
necesaria la presencia de agentes con propiedades tensioactivas que igualen

la tension superficial de la lagrima y de los epitelios. En la lagrima natural es
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el componente mucinico el que permite este efecto. Por tanto, cualquier
alteracion en la fase mucinica repercutird en la humectabilidad de la
superficie ocular. Cuando se utiliza un sustituto lagrimal, el volumen de
instilacién es mucho mayor al volumen medio del fluido lagrimal (25 - 50 pl)
frente a 7 ul respectivamente, por lo que la influencia del valor de tension
superficial de la solucién instilada es de especial importancia. La valoracién
de la idoneidad de este parametro se puede realizar indirectamente
evaluando la capacidad de humectar una superficie. Entre los principales
ingredientes con propiedades surfactantes incluidos en las soluciones
oftalmicas se encuentran polimeros sintéticos derivados del vinilo como la
polivinilpirrolidona o povidona y derivados del etilenglicol, como los
polietilenglicoles, que ademéas de propiedades surfactantes aportan
propiedades bioadhesivas y no son irritantes para los tejidos oculares.

Viscosidad - la pelicula lagrimal humana es un fluido no newtoniano, con una
viscosidad en torno a 1 — 2 centipoises (cP) (Zhu and Chauhan, 2008). Los
sustitutos lagrimales incluyen como ingredientes activos polimeros
viscosizantes de alto peso molecular con propiedades viscoelasicas y
bioadhesivas. Al afiadir componentes con estas propiedades, se consigue
incrementar la viscosidad de la solucion oftdlmica y su adhesion a la
superficie ocular. Este efecto proporciona un incremento en el tiempo de
retencion de la solucién en el ojo, mayor lubricacién y proteccion del epitelio
frente a la desecacién y a la presencia de agentes irritantes. Al mismo tiempo
actian como barrera fisica facilitando la regeneracién del epitelio en los
casos en los que ya existe dafio. El valor de la viscosidad de las soluciones
debe estar siempre relacionado con la severidad de la sintomatologia del
paciente. Generalmente se emplean formulaciones cuya viscosidad oscila
entre 10 y 25 cP. Las formulas de viscosidad elevada (> 50 cP) producen

borrosidad, lo cual serd aceptado por pacientes con sintomatologia severa.
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Sin embargo, la tolerancia de soluciones muy viscosas en pacientes con
sintomatologia leve - moderada sera menor. Algunos de los polimeros mas
empleados actualmente en soluciones oftalmicas son polisacéaridos de origen
vegetal derivados de la celulosa. Se clasifican como mucilagos porque
actiian imitando las propiedades de las mucinas presentes de forma natural
en la pelicula lagrimal. Los mas comunes son el hidroxipropilguar (HP-Guar)
y derivados celulésicos como la carboximetilcelulosa (CMC) y la
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). Otros ejemplos son el hialuronato sodico

(HA), el alcohol polivinilico (PVA) y la polivinilpirrolidona (PVP).

6.1.2 AGENTES CONSERVANTES
Cualquier preparado oftalmico disefiado para ser instilado en la superficie ocular,
debe ser estéril, por lo que la fabricacién tiene que realizarse en condiciones asépticas

y éstas deben mantenerse durante su uso.

Inicialmente con los dispositivos multidosis era necesaria la presencia de un
agente conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos en las soluciones.
Sin embargo, ha sido descrito que la administracién cronica de formulaciones con
conservantes genera un efecto toxico sobre el epitelio, principalmente en aquellos
sujetos en los que la superficie ocular se encuentra comprometida, agravando las
alteraciones ya existentes (Anwar et al., 2013; Baudouin, 2001; Mantelli et al., 2011,
Noecker, 2001; Stalmans et al., 2013; Stewart et al., 2011). Se cree que la toxicidad de
estos compuestos y su efecto en la disfuncion de células epiteliales asi como la
inhibicién de la proliferacién celular estan relacionados con su efecto antimicrobiano. El
mecanismo de accion mediante el cual actian se basa en la interaccién con los lipidos,
proteinas y glicoproteinas de las membranas celulares de los microorganismos pero
también podrian interaccionar con las membranas celulares humanas (Baudouin et al.,

2010a).
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Los principales agentes conservantes empleados en las soluciones oftalmicas
son compuestos organomercuriales, amidinas, biguanidas, alcoholes, complejos
oxiclorados y amonios cuaternarios. Numerosos estudios revelan que la exposicion
cronica a estos compuestos puede inducir apoptosis de las células de los epitelios
corneal y conjuntival provocando alteraciones en la barrera hidrofébica epitelial,
inestabilidad de la pelicula lagrimal y dafio en los nervios corneales (Chen et al., 2013;
Lin et al., 2013; Pinheiro et al., 2016). En usuarios de lentes de contacto, al igual que
ocurre con las soluciones de mantenimiento, la aplicaciéon reiterada de sustitutos
lagrimales durante el porte puede generar fendbmenos de absorcion de los conservantes
en la matriz de las lentes y una posterior liberacién a la pelicula lagrimal (Morris et al.,
2018). Este fendmeno implica un mayor tiempo de contacto de la superficie con el
conservante y se ha relacionado con la aparicion de procesos alérgicos (Jones and

Powell, 2013).

La tendencia en los nuevos desarrollos de formulas oftadlmicas va dirigida hacia
la fabricacion de soluciones libres de conservantes. Uno de los avances mas
importantes en la fabricacién de sustitutos lagrimales ha sido la eliminacion de su
presencia en las formulas gracias a sistemas de envasado en monodosis y a la reciente
aparicion de dispositivos multidosis con filtros esterilizantes incorporados. Con estas
nuevas tecnologias se evita la aparicion de los efectos adversos asociados a estos

compuestos.

7. ALOE VERA

La especie Aloe barbadensis miller, cominmente llamada Aloe vera, pertenece
a la familia Asphodelaceae (Liliaceae). Es una planta perenne de porte mas o menos
arborescente y de color verde azulado o grisaceo. Se caracteriza por tener hojas
suculentas, lanceoladas, harto carnosas dispuestas en forma de roseta basal con el
margen cubierto de espinas y por una raiz fibrosa y gruesa. Ha sido utilizada con fines

medicinales en las culturas egipcia, griega, india, mexicana y china durante milenios
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(Marshall, 1990). Las primeras referencias sobre su uso se remontan al “Libro de las
hierbas medicinales” chino, considerado una de las primeras obras escritas en la historia

de la literatura.

Gracias a sus mecanismos de adaptacion a habitats con disponibilidad de agua
baja o irregular, es comdn encontrarla en regiones aridas, semiaridas o de precipitacion
erratica. Aunque esta descrito que originariamente era una especie endémica del este
y sur de Africa (Breyer-Brandwijk, 1962; Grindlay and Reynolds, 1986), hoy en dia se
puede encontrar en la mayor parte de las regiones célidas del mundo. Su cultivo se ha
extendido principalmente por Estados Unidos, Japén, y en paises caribefios y tropicales,
debido en gran medida al aumento de su uso en aplicaciones biomédicas, farmacéuticas

y cosméticas.

Dependiendo de la zona de la hoja que se procese, se pueden obtener dos
productos claramente diferenciados y comercialmente importantes de la planta de Aloe
vera. La resina, procedente de la zona externa de la hoja, obtenida al evaporar el latex
de las células periciclicas que se encuentran inmediatamente debajo de la piel; y el gel
de Aloe vera, un material claro y gelatinoso procedente de las células mucilaginosas
gque se encuentran en el tejido interno de la hoja. Ambos productos se obtienen de las
hojas frescas, pero tanto la composicién quimica como las acciones terapéuticas

descritas para cada uno de ellos son diferentes.

El gel de Aloe vera es el producto utilizado con mayor frecuencia en las
industrias cosmética, alimentaria y farmacedutica y constituye entre el 60 y el 80% del
peso total de la planta. Consiste en un tejido mucilaginoso rico en polisacaridos (también
denominado hidroparénquima), formado por células de paredes muy finas y
caracterizadas por su habilidad para almacenar grandes cantidades de agua. Esta
caracteristica es la que permite mantener el estado hidrico de la planta aun en

condiciones de sequia.
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A la hora del procesado industrial, este gel localizado en la parte interna de la
hoja en algunos casos se diluye en agua y en otros se somete a un proceso de secado

para formar extractos concentrados de Aloe vera.

Entre los ingredientes activos que incluye el gel de Aloe vera se encuentran
monosacéridos (manosa-6-fosfato) y polisacaridos (acemanano, glucomanano),
glicoproteinas (alprogen, lectina), alantoina, enzimas (ciclooxigenasa, amilasa, lipasa,
catalasa, alcalin fosfatasa, carboxipeptidasa), acido salicilico, glucosa, colesterol,
precursores de prostaglandinas (dcido gamma linoleico), compuestos inorganicos
(magnesio, zinc, calcio, sodio, potasio y fésforo), vitaminas (A, C, E) y aminoacidos

esenciales (Ni et al., 2004; Oryan et al., 2010; Surjushe et al., 2008).

Dentro de los carbohidratos, la manosa-6-fosfato y el acemanano son los
principales componentes del gel de Aloe vera (Davis et al., 1994). Investigaciones
existentes refieren diversas estructuras diferentes de polisacaridos que pueden
atribuirse a diferentes origenes geogréficos. Los polisacaridos mayoritarios que se
encuentran en el gel son el glucomanano, de excelentes propiedades humectantes y
emolientes, cuyo uso ha sido reportado en gran cantidad de cosméticos (Henry, 1979);
y el acemanano, que constituye la mayor fraccién de polisacaridos contenida en el gel y
gque raramente se encuentra en otro tipo de plantas. Este ultimo (Das et al., 2011) es un
polimero soluble en agua formado por largas cadenas de manosa. Se cree que es el
que contribuye en mayor medida al efecto emoliente del Aloe veray la literatura cientifica
describe su intervencion en procesos inmunitarios y de cicatrizacion asi como su
actividad anti-inflamatoria (Ni et al., 2004), antineoplasica y sus efectos antivirales (Peng
et al.,, 1991). Ademas, contiene glicoproteinas con propiedades anti-alérgicas como el
alprogen (Ro et al., 2000). Ha sido descrito que la fraccion activa de los polisacéridos

presentes en el Aloe vera es la de peso molecular de entre 50 y 200 KDa.
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Tabla l.2.- Componentes mayoritarios del Aloe vera. Informacion tomada de (Raksha, 2014,
Surjushe et al., 2008).

COMPONENTES MAYORITARIOS DEL ALOE VERA

Aloe-emodina; aloina; aloenina; aloesina;
aloeresina; acido aloético; antraceno; antranol;

Antraguinonas barbaloina; isobarbaloina; éster de acido cinamico;

resistanol
Monosacaridos Manosa; glucosa; galactosa; fructosa; xilosa;
. libres aldopentosa; arabinosa; L-ramnosa
Carbohidratos - == P
Polisacaridos
Celulosa, glucomanano, acemanano
solubles
Glicoproteinas Alprogen; lectinas
, . Acido félico; A (B — caroteno); B1; B2; B3; B6; C; E;
Vitaminas colina; acido félico; a-tocoferol
] Calcio; cromo; magnesio; manganeso; selenio;
Minerales 9 9

potasio; zinc; sodio; cobre; hierro; fésforo; cromo

Amilasa; carboxipeptidasa; catalasa; ciclooxidasa,

Enzimas celulasa; fosfatasa alcalina; lipasa; bradiquinasa;

ciclooxigenasa; superdxido dismutasa

Acido araquidénico; colesterol; lupeol; giberelina;
sublectina; lignina; &cido salicilico; B-sitosterol;

campesterol; esteroides; triglicéridos; acido Urico

Alanina; arginina; 4cido aspartico; acido glutdmico;
Aminoacidos glicina; histidina; lisina; isoleucina; metionina;
fenilalanina; prolina; tirosina; treonina; valina

Compuestos de bajo peso
molecular

Entre las indicaciones terapéuticas asociadas al Aloe vera que se encuentran
descritas en la literatura cientifica encontramos: propiedades cicatrizantes, emolientes,

hidratantes, antiinflamatorias e inmunomoduladoras.

7.2 PROPIEDADES CICATRIZANTES

Los procesos de cicatrizacion se definen como mecanismos biolégicos de
regeneracion de un tejido tras sufrir una lesién. En este sentido el crecimiento de células
endoteliales, epiteliales y fibroblastos juega un papel critico. El uso del Aloe vera con
fines cicatrizantes no es reciente. En torno al 99% de la planta es contenido en agua, lo
que contribuye a prevenir la desecacién en las heridas y proporciona propiedades
calmantes. Dentro de los monosacaridos la manosa-6-fosfato es el componente
mayoritario del gel de Aloe vera. La literatura cientifica disponible describe que las
propiedades cicatrizantes del Aloe vera se deben en gran medida a su contenido en
glucomanano, un polisacarido formado por numerosas cadenas de manosa y glucosa.

Este polisacarido interviene en los procesos de cicatrizacion, mejorando la sintesis de
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colageno y glucosaminoglicanos de la matriz extracelular, gracias a la estimulacion de
la actividad y de la proliferacion de los fibroblastos (Hashemi et al., 2015; Khorasani et
al., 2009). Por otro lado, también ha sido descrito el efecto en la cicatrizacion de la
manosa-6-fosfato cuando se une a proteinas formando mucopolisacéridos. Estas
estructuras, muy abundantes en las secreciones mucosas, actian como reservorio de
agua facilitando la cicatrizaciéon y tienen un papel como filtro biolégico, atrapando
grandes estructuras e impidiendo su acceso a otros tejidos. Dicha propiedad tiene
especial importancia ya que consiste en un efecto similar al ejercido por las mucinas

presentes de forma natural en la pelicula lagrimal de sujetos sanos.

El tejido mucilaginoso del Aloe vera no solo favorece el incremento de la cantidad
de colageno en la zona de la herida, sino que también aumenta las conexiones
transversales entre estas moléculas, acelerando los procesos de cicatrizacion

(Boudreau and Beland, 2006).

Por otro lado, se ha descrito la intervencion de sistemas enziméticos
antioxidantes presentes en el tejido mucilaginoso del gel de Aloe vera como el glutation,
peroxido dismutasa y la superoxido dismutasa, en la aceleracion de los procesos de
cicatrizacion, gracias a la neutralizacion del efecto de los radicales libres en la herida 'y
a sus propiedades antiinflamatorias (Hajhashemi et al., 2012). En este sentido se cree
gue el Aloe vera puede actuar facilitando la cicatrizacion de heridas a través de la
regulacién de las proteasas, mas en concreto del grupo de las metaloproteinasas de

matriz (MMPs) (Mandal et al., 2017).

La angiogénesis es uno de los procesos principales durante la formaciéon de
nuevos tejidos. Sin el aporte de oxigeno y metabolitos al tejido, no se produce un 6ptimo
proceso de cicatrizacién. Se han descrito incrementos en el suministro sanguineo

después del tratamiento con Aloe vera.

Actualmente los extractos de esta planta son utilizados como ingrediente en un

amplio rango de productos, haciendo referencia a sus propiedades cicatrizantes. No
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obstante, la busqueda en bases de datos de ensayos clinicos sobre la seguridad y
eficacia en este campo revela que todavia no existe la suficiente evidencia cientifica

para avalar estas propiedades (Dat et al., 2012).

7.3 ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA E INMUNOMODULADORA

Numerosas investigaciones sugieren que el Aloe vera podria tener accion
antiinflamatoria e inmunomoduladora. Cualquier proceso inflamatorio implica la
activacion de factores que estimulan la transcripcién de genes pro-inflamatorios. En este
sentido, la gran cantidad de compuestos presentes en el gel de Aloe vera puede ser la
responsable de la activaciébn de una o de diversas vias que contribuyen a la accion
antiinflamatoria. Se ha sugerido que uno de los mecanismos antiinflamatorios
involucrados podria ser una accién inhibitoria del gel de Aloe vera sobre la
ciclooxigenasa y por tanto sobre la produccion de prostaglandinas y leucotrienos (Das
et al., 2011). Este efecto se encuentra directamente relacionado con la disminucién en

los niveles de moléculas pro-inflamatorias (Vazquez et al., 1996).

El factor de transcripcion nuclear kappa B (NFKkB) juega un papel muy importante
en la expresion de numerosos genes implicados en procesos inflamatorios y de muerte
celular programada (apoptosis) (Barnes and Karin, 1997). Uno de los mecanismos
antiinflamatorios descritos del Aloe vera es la disminucion de la activacion del factor
NFkB (Duansak et al., 2003; Kim et al., 2010). Sin embargo, todavia no esta del todo
claro a qué nivel de sefializacién actda ni cuales son los compuestos presentes en el
Aloe vera responsables de este efecto. Entre las proteinas pro-inflamatorias, cuya
transcripcién estd mediada por el NFkB, se encuentran las interleuquinas-1, -2, -6 y -8
y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) implicadas en inflamacion a nivel sistémico y
local. Numerosos estudios exponen la participacion de estas citoquinas en las primeras

etapas de los procesos inflamatorios de la superficie ocular (Li et al., 2004, 2002).

Compuestos como la aloina y la aloe-emodina con estructura polifendlica

podrian ser los responsables de la actividad antiinflamatoria del Aloe vera (Korkina et
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al., 2003; Somboonwong et al., 2000). Los datos proporcionados en las investigaciones
de Park y colaboradores en lineas celulares murinas revelaron la reduccion de la
concentracion de mediadores pro-inflamatorios como el éxido nitrico y la ciclooxigenasa

- 2 tras la adicion de estos compuestos (Park et al., 2009).

Estudios in vitro con células epiteliales corneales humanas, han reflejado un
descenso de la concentracién de IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a en el medio de cultivo
después de la adicion de extractos de Aloe vera. Por otro lado, Duansak y colaboradores
han descrito los efectos sobre los niveles de IL-6 y TNF-a en un modelo animal con

guemaduras (Duansak et al., 2003).

La mayoria de las investigaciones sobre la actividad inmunomoduladora del Aloe
vera se centran en los efectos de la fracciébn mayoritaria de polisacaridos contenidos en
el gel, principalmente el acemanano, debido a su implicacion en la movilizacion de
células especializadas del sistema inmune como macrofagos y leucocitos.
Sorprendentemente, son necesarias concentraciones muy elevadas de este compuesto
para conseguir la activacion de los macréfagos y leucocitos lo que evidencia la
existencia de mas componentes en el gel relacionados con este efecto (Boudreau and

Beland, 2006; Pugh et al., 2001).

7.4 ACCION ANTIOXIDANTE

En los ultimos afios, se ha observado un interés creciente en el estudio de la
composicion quimica de los extractos herbales debido a las propiedades de algunos de
sus componentes en la inhibicion, interrupcion o ralentizacién de procesos oxidativos,

combatiendo el dafio celular causado por la accion de los radicales libres.

La literatura cientifica revela que los compuestos fendlicos (principalmente
flavonoides y antraquinonas) el &cido ascérbico y la vitamina E son los principales
responsables de la actividad antioxidante del Aloe vera (Du et al., 2007). Estos
compuestos se encuentran tanto en la corteza como en el gel de Aloe vera. El

mecanismo de accién a través del cual ejercen su actividad antioxidante esta basado en
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una combinacién de sus propiedades quelantes, captando iones metélicos con el
objetivo de impedir la catalizacion de procesos oxidativos, y por otro lado de su
capacidad para secuestrar radicales libres inhibiendo su accion. Este efecto antioxidante
no se debe exclusivamente a la concentracion presente de estos compuestos. En el
caso de los compuestos fendlicos también depende de su estructura, variaciones en el
namero y posicién de los grupos hidroxilo, dobles enlaces y anillos arométicos. Cambios
estructurales menores implican modificaciones significativas en sus propiedades
biolégicas y quimicas y por tanto en si funcionan modulando la actividad enzimatica o

como agentes antioxidantes (Rice-Evans, 2004).

Ademas de la accién antioxidante de los compuesto fendlicos, se ha identificado
la contribucion a dicha accion de alcaloides y algunos de los polisacaridos presentes en
el gel de Aloe vera (Kang et al., 2014). Sin embargo, algunos autores mantienen que los
compuestos presentes en la corteza externa son los que contribuyen mayoritariamente
a la accién antioxidante de la planta mientras que el gel interno o tejido parenquimatoso

lo hace en menor medida (Lucini et al., 2015).

7.5 EFECTO CONTRA LAS RADIACIONES GAMMA Y ULTRAVIOLETA

Algunos autores han descrito el efecto del Aloe vera neutralizando el impacto de
la exposicion de los epitelios a la radiacion ultravioleta (UV) (Haddad et al., 2013).
Aunque muchos compuestos herbales se usan comunmente como fotoprotectores
contra los efectos nocivos de la radiacion UV, los mecanismos involucrados no estan
del todo claros. En el caso del Aloe vera se cree que los esteroles que contiene podrian
estar involucrados en este efecto protector frente a la radiacion UV (Misawa et al., 2017).
Por otro lado, también se ha descrito que algunos oligosacaridos y polisacaridos actdan
modulando la liberacién de citoquinas por parte de los queratinocitos lo que ralentizaria
las reacciones de hipersensibilidad inducidas por la exposicion a radiacion ultravioleta
(Byeon et al., 1998; Strickland et al., 1999). Estudios in vitro e in vivo de Rodrigues y

colaboradores muestran el efecto protector de extractos de Aloe Barbadensis Miller
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contra la muerte celular inducida por radiacion UVA en una linea de queratinocitos
HaCaT (Rodrigues et al., 2016). Por otro lado, investigaciones sobre su capacidad para
mejorar la supresién inmune inducida por la radiacion ultravioleta en modelo murino
revelaron que los animales tratados topicamente con Aloe vera conservaron la cantidad
y la morfologia de las células epidérmicas dendriticas implicadas en el inicio y en la
regulacién de la respuesta inmune (Strickland et al., 1994). Ji y colaboradores evaluaron
la absorcion de la radiacion ultravioleta de una solucion oftalmica formulada con
extractos de Aloe vera. Sus resultados mostraron picos de absorcion de la solucién en
las regiones del UVA, By C atribuyendo esta propiedad a los cromoéforos fendlicos de

la aloina (Ji and Jia, 2009).

El efecto protector que el Aloe vera parece realizar sobre otros epitelios
humanos, nos hace pensar que su uso seria beneficioso si se incorpora en soluciones

humectantes destinadas a la superficie ocular.

7.6 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El uso de extractos de Aloe vera ha sido propuesto para la elaboracién de
soluciones oftalmicas destinadas al tratamiento de infecciones oculares como
conjuntivitis, infecciones corneales y de los parpados debido a su efecto antimicrobiano
(Wozniak and Paduch, 2012). Se cree que este efecto es resultado de la accion
sinérgica de varios compuestos presentes en la planta. Entre ellos se ha atribuido una
posible accion antibacteriana contra Staphylococcus aureus del compuesto aloe-

emodina, el cual actta inhibiendo la formacién de biofilms (Xiang et al., 2017).

En términos de eficacia se ha demostrado su amplio espectro contra bacterias
gram positivas y gram negativas eliminando o reduciendo en gran medida su crecimiento
(Cataldi et al., 2015). Algunos autores han descrito la actividad antifingica de proteinas
aisladas del gel de Aloe vera contra Candida paraprilosis, Candida krusei y Candida
albicans (Das et al., 2011). Estas propiedades antimicrobianas se han atribuido a

compuestos como las saponinas, las antraquinonas (Reynolds and Dweck, 1999; Urch,
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1999) y a los polisacéaridos presentes en el gel a través de la activacion de leucocitos y
macréfagos movilizados para destruir los patégenos (Gelderman et al., 1998; Lawless

and Allan, 2000; Pugh et al., 2001).

Dentro del grupo de las antraquinonas, se ha descrito la accién de la aloina, un
compuesto fendlico que actla inactivando algunos virus con envoltura como el Herpes
simplex, Varicella-zoster e Influenza (Borges-Argaez et al., 2019; Sydiskis et al., 1991).
El posible mecanismo de accién podria estar basado en la inhibicion de la adsorcion del
virus evitando asi su replicacion. Otros compuestos activos presentes en el Aloe vera
como el lupeol (dentro de los acidos grasos) el acido salicilico, acido ascérbico, acido
cinamico, pirocatecol y el nitrégeno ureico también presentan accién inhibitoria contra

algunos tipos de bacterias, hongos y virus (Lawrence et al., 2009).

Tabla I.3.- Resumen de los efectos terapéuticos de los principales compuestos del gel de

Aloe vera.
COMPONENTES EFECTO TERAPEUTICO
Vitaminas Accion antioxidante (neutralizacion de (Hes et al., 2019)

Antraquinonas

Acemanano

Manosa-6-
fosfato

Glicoproteinas

Enzimas

Minerales

Acidos grasos

radicales libres)

Anti-inflamatoria

Antibacteriana
Antiviral

Actividad inmunomoduladora
Antibacteriana
Antimicético
Antiviral

Antitumoral
Efecto cicatrizante
Actividad anti-inflamatoria
Antialérgico
Anti-inflamatoria
Propiedades cicatrizantes
Proliferacion celular

Efecto anti-inflamatorio (Bradiquinasa)
Descomposicién de azlcares y grasas
Mantenimiento del funcionamiento de
los complejos enziméticos.
Efecto anti-oxidante
Anti-inflamatorios

Antiséptico

76

(Kshirsagar et al., 2014)
(Xiang et al., 2017)
(Sydiskis et al., 1991)

(Liu et al., 2019; Ni et al.,
2004)

(Jain et al., 2016)

(Boudreau and Beland, 2006;
Gelderman et al., 1998)
(Womble and Helderman,
1988)

(Peng et al., 1991)
(Hashemi et al., 2015)
(Ni et al., 2004)
(Ro et al., 2000)
(Hutter et al., 1996)
(Choi et al., 2001)
(Boudreau and Beland, 2006)

(Ito et al., 1993)

(Surjushe et al., 2008)

(Surjushe et al., 2008)
(Surjushe et al., 2008)



8. HIDROXIPROPILMETILCELULOSA

La hidroxipropilmetilcelulosa también conocida como hipromelosa (HPMC), es
un polimero semisintético y viscoelastico que se emplea en la fabricacion de soluciones
humectantes destinadas al alivio de la sequedad ocular. Consiste en un coloide
hidrofilico derivado de la celulosa que contiene grupos metilo y una pequefia proporcion
de grupos hidroxipropilo. Estas caracteristicas la convierten en una macromolécula
hidrofilica muy soluble en agua y con una elevada capacidad de hidratacion (Sarkar and

Walker, 1995).

Actia como agente optimizador de la viscosidad siendo uno de los ingredientes
mas comunes en las soluciones oftadlmicas, en soluciones de mantenimiento para lentes
de contacto y como viscoelastico en cirugia oftalmoldgica (Liesegang, 1990). Se
encuentra disponible en un amplio rango de concentraciones y puede ser usado solo o
en combinacién con otros ingredientes (Dogru et al., 2013; Murube et al., 1998; Tong et
al., 2012). Su uso esta indicado por sus propiedades emolientes, humectantes y por su
importante actividad bioadhesiva incrementando el tiempo de retencién de la pelicula
lagrimal en la superficie ocular y protegiendo a las células epiteliales corneales y

conjuntivales frente a la desecacion.

Presenta un comportamiento pseudoplastico, es decir, la viscosidad de la
solucion disminuye al ser sometida a esfuerzos de cizalla como es el caso del parpadeo
(Andueza et al., 2000). Para aumentar el tiempo de retencién de las soluciones
humectantes en la superficie ocular, es necesario que tengan una viscosidad superior a
la de la lagrima. Se sabe que este valor es aproximadamente de 2 cP (Gouveia and
Tiffany, 2005). Para alcanzarlo se requiere una concentracion de

hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en un intervalo de 2 a 3 g/L.

Existen multiples estudios que revelan la seguridad y eficacia de soluciones
oftdlmicas basadas en HPMC para el tratamiento de la sequedad ocular leve - moderada

(Pucker et al., 2016). El mecanismo de accién de este agente viscosizante esta basado
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en fendmenos de adsorcion. Este efecto permite un incremento en el tiempo de ruptura
lagrimal (TFBUT) de la pelicula lagrimal precorneal. A su vez el aumento en el TFBUT
se traduce en una mayor permanencia de la lagrima en la superficie ocular, o que

favorece la reepitelizacion de los tejidos corneal y conjuntival.

9. ELECTROLITOS ESENCIALES

En los ultimos afios uno de los principales puntos de interés en el desarrollo de
nuevos sustitutos lagrimales ha sido mimetizar las caracteristicas electroliticas de la

lagrima humana.

La pelicula lagrimal es isoténica en condiciones normales con un valor de
tonicidad que se corresponde al de una solucién de NaCl al 0.9%. Sin embargo, las
proporciones de electrolitos guardan diferencias significativas entre si. Los principales
electrolitos descritos en la fase acuosa de la pelicula lagrimal de sujetos sanos son el
Na* (120 - 170 mmol/Kg), K* (6 - 42 mmol/Kg), Ca?* (0.3 - 2.0 mmol/Kg) y Mg?* (0.3 -
1.1 mmol/Kg) (Gilbard and Rossi, 1994, Stahl et al., 2012; Woodward et al., 2012). Todos
ellos desempenan funciones criticas para el mantenimiento de la homeostasis de los

tejidos de la superficie ocular.

Tabla I.4.- Concentracién principal de electrolitos en la pelicula lagrimal humana. Tabla
adaptada de (Stahl et al., 2012)

CONCENTRACION mmol/kg umol/kg mmol/kg
Nat K* Ca?* Mg?* Zn?* Mn?* CI- HCO3 PO
120-170 | 6-42 | 03-20 | 03- 11 | 50-100 | 0.2-0.9 | 106-135 26 0.07

Cuando aparecen alteraciones en la glandula lagrimal, se produce una variacion
en la concentracion de sales, lo que desemboca en la pérdida del equilibrio u

homeostasis del fluido lagrimal.
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La mayor parte de los estudios que se realizan para evaluar el dafio producido
por una patologia de la superficie ocular representando condiciones de
hiperosmolaridad, se centran en el efecto de soluciones de NaCl prestando menos
atencion a la influencia del resto de electrolitos presentes en la lagrima. Ha sido
demostrado que la inclusién de electrolitos y/o iones en las soluciones oftalmicas es
beneficiosa para el tratamiento del dafio en la superficie ocular asociado a sequedad.
Numerosos estudios destacan su importancia en el mantenimiento de la integridad de
los epitelios corneal y conjuntival (Bachman and Wilson, 1985; O’leary et al., 1985;

Wilson et al., 1986).

Los cationes Na', K' Ca'™ y Mg*? juegan un papel significativo en el
mantenimiento de las funciones de la cérnea. El Na* es el ibn mas numeroso y por tanto
el que contribuye en mayor medida a la isotonicidad de la lagrima. Seguido en
importancia por el ién K*, cuya elevada concentracion podria estar relacionada con un
efecto protector ante la radiacién UVB del epitelio corneal (Schotanus et al., 2011; Ubels
et al., 2010). Los menos numerosos son el Ca* y el Mg*?, pero presentan un papel
esencial en la nutricion y crecimiento de los epitelios corneal y conjuntival por su

intervencion en el mantenimiento de las uniones intracelulares.

Se ha descrito que el Ca*? presente en la pelicula lagrimal interviene en la
regulacion de la descamacion epitelial (Chu and Zhao, 2019). Experimentos realizados
evaluando epitelios corneales de conejo mediante microscopia especular, muestran que
la tasa de descamacion celular se mantiene en valores normales cuando la solucion en
la que se bafia el tejido contiene Ca*2. Sin embargo, la tasa de descamaciéon aumenta
cuando se usa una solucion basada en NaCl. No esta del todo claro el mecanismo de
accion del Ca*? en este proceso, pero se cree que puede intervenir en el
desacoplamiento de las “gap junctions”. La teoria mas establecida sostiene que la
permeabilidad de la membrana celular aumenta en las células mas envejecidas. Este

fenémeno produce un aumento de la concentracién de Ca*? intracelular facilitando el
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desacoplamiento de las uniones estrechas (o0 “gap junctions”) entre las células
envejecidas y las que todavia mantienen su integridad. Si disminuye la concentracion
de Ca*? extracelular, este i6n no penetra en las células no funcionales y por lo tanto las
uniones estrechas que mantienen unidas las células funcionales y las no funcionales,
no se deshacen. Como consecuencia, se produce una alteracién del equilibrio ibnico
intracelular en las células sanas, induciendo muerte prematura y el consiguiente dafio a

nivel epitelial (Chu and Zhao, 2019; Klingler et al., 2000; O’leary et al., 1985).

Entre las funciones del Mg*? se incluyen la estabilizacién estructural de proteinas,
acidos nucleicos y membranas celulares. Ademas, un elevado niamero de enzimas
dependientes de Mg*? estan involucradas en procesos metabdlicos (Gibson and Reif-
Lehrer, 1985; Reinhart, 1988). Gong y colaboradores investigaron en modelo animal los
cambios en la estructura de la superficie corneal cuando existe déficit de Mg*2. Los
resultados de su estudio muestran que a nivel del epitelio corneal se produce una
disminucion en la densidad de las microvellosidades y en el numero de
hemidesmosomas, asi como la aparicion de un mayor nimero de ndcleos apoptéticos
en las células (Gong et al., 2003). Estos efectos se traducen en una mayor
predisposicion a alteraciones en la pelicula lagrimal por la pérdida de su anclaje natural
a la superficie ocular, en una disminucién de la proteccion frente a infecciones y en la

aparicion de zonas de desecacion y lesiones epiteliales.

Por su parte, el iébn K* estd implicado en funciones relacionadas con la resistencia
y metabolismo del glicocalix (Reddy et al., 1996). Ademas se ha descrito que la
disminucidn de sus niveles esté relacionada con un aumento del espesor corneal (Green
et al., 1992). Su concentracion en la pelicula lagrimal es aproximadamente entre 4y 6
veces mayor que la concentracion sanguinea (Botelho and Martinez, 1973; Miller, 1970;
Mircheff, 1989; Rismondo et al., 1989). Este dato refuerza la idea de que es uno de los
electrolitos mas importantes para el mantenimiento del epitelio corneal. Bachman y

Wilson describieron en 1985, un mayor desprendimiento de las células epiteliales en las
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cérneas conservadas en una solucién con NaCl que en las que se conservaron en una
solucién a base de NaCl y KCI. Este estudio relaciona la tasa de desepitelizacion de la
superficie ocular con la inclusién de electrolitos como el ibn K* en las soluciones de
mantenimiento (Bachman and Wilson, 1985). Por lo tanto, su incorporacion en
soluciones oftalmicas destinadas al alivio de la sequedad e irritacibn ocular es
interesante ya que cualquier disfuncién lagrimal que pueda ocasionar una disminucién
de la concentracion de K* podria desembocar en una mayor descamacion de las células

epiteliales corneales, comprometiendo la integridad del tejido (Green et al., 1992).

Ademas del efecto de la inclusibn de estos compuestos en las formulas de
sustitutos lagrimales, es necesario tener en cuenta que los sistemas empleados para

tamponar las soluciones también pueden tener un efecto electrolitico (Klyce, 2004).

10. REGULACION APLICABLE A SUSTITUTOS LAGRIMALES COMO
PRODUCTO SANITARIO

Los sustitutos lagrimales estan categorizados dentro del ambito de los productos
sanitarios invasivos al considerarse el contacto con la superficie externa del globo
ocular, contacto con un orificio corporal (Reglamento de la Uni6on Europea para
productos sanitarios Reglas de Clasificacion, 2017). Por lo que el efecto de cualquier
nuevo disefio y su mecanismo de acciéon deben encontrarse dentro de la definicion
descrita en la Directiva relativa a los Productos Sanitarios (MDD) 93/42/CEE y en el
nuevo Reglamento Europeo (UE) 2017/745 del Parlamento Europeo y del consejo del 5
de Abril de 2017 sobre productos sanitarios que se muestra a continuacion (Directiva
para Productos sanitarios, 1993; Reglamento de la Unién Europea para productos
sanitarios, 2017):

“«producto sanitario»: todo instrumento, dispositivo, equipo, programa
informatico, implante, reactivo, material u otro articulo destinado por el fabricante a ser
utilizado en personas, por separado o en combinacién con alguno de los siguientes fines

médicos especificos:
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- diagndstico, prevencién, seguimiento, prediccion, prondstico, tratamiento o
alivio de una enfermedad

- diagndstico, seguimiento, tratamiento, alivio o compensacion de una lesién o
de una discapacidad

- investigacion, sustitucion o modificacién de la anatomia o de un proceso o
estado fisiol6gico o patolégico

- obtencién de informacion mediante el examen in vitro de muestras
procedentes del cuerpo humano, incluyendo donaciones de érganos, sangre

y tejidos,

Yy que no ejerce su accion principal prevista en el interior o en la superficie del cuerpo
humano por mecanismos farmacolégicos, inmunol6gicos ni metabdlicos, pero a cuya

funcion puedan contribuir tales mecanismos”.

La clasificacién de los productos sanitarios esta basada en la invasividad, en los
riesgos asociados a su uso previsto y en el tiempo de contacto con el organismo, siendo
la clase | la de menor riesgo y la clase Il la de mayor riesgo (Criterio clasificacion
directiva de productos sanitarios, 2010; MEDDEV 2.4/1 rev 9, 2010; Reglamento de la

Union Europea para productos sanitarios Reglas de clasificacion, 2017a) (Figura 1.9).
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BAJO MODERADO SEVERO ALTO

CLASEI CLASE lla CLASE IIb CLASE Il

AUTOCERTIFICACION* REQUIERE CERTIFICACION POR PARTE DE UN ORGANISMO NOTIFICADO

EXIGENCIA EN EL AMBITO REGULATORIO

* Autocertificacién de productos clase | salvo los categorizados como reusables, estérilesy de medida que requiere evaluacién del organismo
notificado.

Figura 1.9.- Clasificacion de productos sanitarios de acuerdo al Reglamento Europeo (UE)
2017/745 (Reglamento de la Unién Europea para productos sanitarios Reglas de clasificacion,
2017a).

La aplicacion de las reglas de clasificacion se realiza generalmente en funcion
del uso previsto. En el caso de un producto sanitario que pueda clasificarse siguiendo
varias reglas, se aplica la mas restrictiva de todas ellas. Algunos productos sanitarios,
como es el caso de los sustitutos lagrimales, pueden presentar varias aplicaciones al
mismo tiempo y esto a su vez abrir la posibilidad de dar clasificaciones distintas.
Siguiendo en la misma linea restrictiva, el producto se clasificara de acuerdo a la

aplicacién que suponga un mayor riesgo.

El uso previsto principal en este tipo de productos consiste en el alivio de la
irritacién y/o de la sintomatologia de sequedad ocular a través de la humectacion y
lubricacién de la superficie ocular, por lo que generalmente se clasifican dentro de la
clase lla segun la Regla 5 del Reglamento Europeo 2017/745 que recoge lo siguiente
(Reglamento de la Unién Europea para productos sanitarios Reglas de clasificacion,

2017D):

83




“Todos los productos invasivos en relacion con los orificios corporales, salvo los
productos invasivos de tipo quirargico, que no estén destinados a ser conectados a un
producto activo 0 que estén destinados a ser conectados a un producto activo de la

clase | se clasifican:

- enlaclase | si se destinan a un uso pasajero;

- enlaclase lla si se destinan a un uso a corto plazo, salvo si se utilizan en la
cavidad oral hasta la faringe y en el conducto auditivo externo hasta el
timpano o en la cavidad nasal en cuyo caso se clasifican en la clase |, y

- enlaclase llb si se destinan a un uso prolongado, salvo si se utilizan en la
cavidad oral hasta la faringe, en el conducto auditivo externo hasta el timpano
0 en la cavidad nasal y no pueden ser absorbidos por la membrana mucosa,

en cuyo caso se clasifican en la clase lla.”

Sin embargo, existe cierta controversia en la clasificacion cuando intervienen
otras variables como el tiempo de duracion de la exposicién al producto (uso pasajero /
uso a corto plazo / uso prolongado) (Reglamento de la Unién Europea para productos

sanitarios Reglas de clasificacion, 2017c).

- Uso pasajero: productos destinados a utilizarse de forma continua durante
menos de 60 minutos.

- Uso a corto plazo: productos destinados a utilizarse de forma continua
durante un periodo de entre 60 minutos hasta 30 dias.

- Uso prolongado: productos destinados a utilizarse de forma continua durante

un periodo de mas de 30 dias.
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En funcion del criterio del experto del organismo notificado que revise la
documentacion técnica del producto, puede haber variabilidad en la clasificacién, al
considerar que cuando los usuarios hacen un uso continuado, el tiempo de permanencia
en la superficie ocular se acumula y es mayor a 30 dias. A mayor tiempo de contacto

del producto sanitario con el tejido ocular, la exigencia a nivel regulatorio es mayor.

(Figura 1.10).
USO PASAJERO _— CLASE |
REGLA 5 USO A CORTO PLAZO R CLASE IIA
Reglamento Europeo
sobre productos
sanitarios invasivos
2017/745 USO PROLONGADO R CLASE IIB

DESTINADOS A CONECTARSE A
PRODUCTOS SANITARIOS ACTIVOS DE ————— CLASE IIA
CLASE IIA O SUPERIOR

Figura 1.10.- Regla 5 de clasificacion de productos sanitarios invasivos de acuerdo al
Reglamento Europeo 2017/745 sobre productos sanitarios (Reglamento de la Unién Europea

para productos sanitarios Reglas de clasificacion, 2017b).

Ademas del alivio de la irritacién y de la sintomatologia de sequedad ocular, otra
de las aplicaciones mas frecuentes de los sustitutos lagrimales es la humectacion y
lubricacién de las lentes de contacto, con el objetivo de aliviar el discomfort asociado a
su porte. En este caso, estos productos no se clasifican de acuerdo a la Regla 5. El
hecho de que sean utilizados con este fin, aunque la formula y los componentes de la

solucién sean exactamente iguales, hace que se clasifiquen siguiendo la Regla 16 del
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Reglamento Europeo que se describe a continuacion (Reglamento de la Union Europea

para productos sanitarios Reglas de clasificacion, 2017d):

“Todos los productos destinados especificamente a usos de desinfeccion,
limpieza, enjuague o0, en su caso, a la hidratacion de lentes de contacto, se clasifican en

la clase IIb.”

Como producto sanitario, los sustitutos lagrimales deben cumplir una serie de
requerimientos para su puesta en el mercado. En este sentido, la clasificacion previa del
producto durante la fase de desarrollo por el propio fabricante es uno de los elementos
clave a la hora de plantear los estudios clinicos necesarios para la obtencién del

marcado CE.

Dentro de los estudios a plantear para el disefio y desarrollo de un sustituto
lagrimal esta la determinacién de las concentraciones efectivas de los ingredientes de
la formula. El siguiente paso a seguir consiste en comprobar si el efecto que produce es
similar al de sustitutos lagrimales ya comercializados y con eficacia demostrada. Una
vez valorados estos efectos, el paso final y uno de los mas importantes para la
aprobacion del producto es la comprobacion de la seguridad y la eficacia en los usuarios

a los que esta destinado.

El fabricante presentard la documentacién técnica del producto (formada por
informacion fuera del ambito clinico y por los estudios de seguridad y eficacia) al
organismo notificado correspondiente para la obtencién del marcado CE. Una vez
obtenido el marcado CE el producto podra comercializarse con el uso previsto
registrado. Sin embargo, cualquier modificacién que el fabricante quiera realizar en el
futuro sobre el uso previsto o la inclusién de nuevas aplicaciones del producto, requiere
la realizacion de investigaciones clinicas que lo justifiquen y su aprobacién de nuevo por

parte del organismo notificado.
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El proceso a seguir en las investigaciones clinicas con productos sanitarios esta
indicado en la norma UNE - EN ISO Investigacion clinica de productos sanitarios para
humanos — Buenas Practicas Clinicas (UNE-EN 1SO 14155, 2011) y depende
principalmente de si el producto ostenta o no el marcado CE. En caso de que ya ostente
el marcado CE dependera de si es posible demostrar la nueva aplicacion siguiendo la

indicacién de uso ya sefialada en el correspondiente certificado.

De esta forma, la evaluacion de la seguridad y eficacia siempre se englobara
dentro de los estudios pre-comercializacion del producto y los destinados a la busqueda
de nuevas aplicaciones, aunque son denominados como estudios post-
comercializacién, deberan seguir el mismo proceso que los estudios pre-
comercializacion en el caso de que se utilice el producto en una indicacion diferente a
la sefialada en el marcado CE. Es decir, la obtencion del dictamen favorable del comité
de ética de investigaciones clinicas (CEIC) y la aprobacién del estudio por parte de las
autoridades sanitarias correspondientes (en el caso de investigaciones clinicas
realizadas en Espafia, autorizacion de la AEMPS o Agencia Espafiola de Medicamentos
y Productos Sanitarios). Por otro lado, los estudios en los que la demostracion de nuevas
aplicaciones del producto sea posible siguiendo el uso previsto ya registrado,
necesitaran el dictamen favorable del CEIC, pero Unicamente sera requerida una
notificacion de la puesta en marcha del estudio a las autoridades sanitarias (AEMPS)

(Figura 1.11).

87




INVESTIGACIONES
CLINICAS CON
PRODUCTOS SANITARIOS

¢(PRODUCTO
SANITARIO
CON MARCADO
. CE?
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¢SEUTILIZA EN LA NO
INDICACION
SENALADA EN EL
MARCADO CE?
NO
sf
ESTUDIO ) ESTUDIO
POST-COMERCIALIZACION PRE-COMERCIALIZACION
DICTAMEN FAVORABLE DEL DICTAMEN FAVORABLE DEL
CEIC CEIC
NOTIFICACION AEMPS AUTORIZACION AEMPS
INICIO INICIO
INVESTIGACION INVESTIGACION
CLIiNICA CLINICA

Figura 1.11.- Investigaciones clinicas pre- y post-comercializacién para productos
sanitarios; UNE — EN I1SO 14155:2011 Investigaciones clinicas de productos sanitarios
para humanos — Buenas practicas clinicas (UNE-EN ISO 14155, 2011).
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1. JUSTIFICACION

La enfermedad de ojo seco esta causada por una ausencia cronica de lubricaciéon
y humectacion sobre la superficie ocular. Se trata de una patologia de caracter
multifactorial caracterizada por la pérdida de homeostasis de la pelicula lagrimal y en
cuya etiologia intervienen la inestabilidad e hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal

(Bron et al., 2017; Craig et al., 2017b).

Las consecuencias de la enfermedad de ojo seco abarcan desde sintomatologia
de irritacion ocular leve pero de caracter persistente a una inflamacion significativa y/o

incluso a la aparicién de lesiones en la superficie ocular de caracter irreversible.

Los datos de prevalencia global de la patologia de ojo seco oscilan entre valores
del 5y el 50% (Stapleton et al., 2017), probablemente debido a la escasa correlacién
entre los signos y sintomas clinicos y a la falta de consenso en los criterios diagnésticos
utilizados en los estudios epidemiolégicos (Sullivan et al., 2014). La prevalencia basada
en los signos es mayor y presenta mas variabilidad que la basada en los sintomas (Craig
et al., 2017a). Afecta con mayor frecuencia al género femenino que al masculino, sin
embargo, se ha descrito que las diferencias se vuelven significativas sélo con la edad
(Stapleton et al., 2017; Sullivan et al., 2017). Estos datos han sido confirmados en
estudios de prevalencia en Espafia en poblacion adulta por encima de los 40 afios,
donde se encontr6 un 12% de prevalencia en mujeres frente a un 9% en hombres y se
ha asociado también con la edad (Viso et al., 2009). Factores como el envejecimiento
progresivo de la poblacién anticipan un aumento considerable de la prevalencia de esta

patologia en los proximos afios.

Ademas de la problematica clinica y social, la carga econémica y el impacto de
la enfermedad de ojo seco en la visidn, a nivel psicoldgico, en la calidad de vida (Grubbs

et al., 2014; Miljanovic et al., 2007; Uchino and Schaumberg, 2013) y en la productividad
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laboral son considerables, principalmente los gastos asistenciales y los ligados a la
disminucion en la productividad laboral (Pflugfelder, 2008; Stapleton et al., 2017; Uchino
et al., 2014; Yamada et al., 2012). Estudios recientes muestran que es uno de los
principales motivos de consulta en atencion primaria y en las consultas de profesionales
de la visién (Bradley et al., 2019; Stapleton et al., 2015). Sin embargo, se cree que la
prevalencia e incidencia de esta patologia pueden ser superiores a lo estimado en
investigaciones epidemioldgicas y que un porcentaje considerable de pacientes podrian

ser asintomaticos (Stapleton et al., 2017).

La evaluacion del impacto econdémico en Espafia de los costes de la atencion
médica asociados a la enfermedad de ojo seco ha reflejado un aumento de 4.9 a 30.3
millones de euros desde el afio 1997 hasta el afio 2015. Se estima que el coste medio
anual por paciente se encuentra en torno a 7.400 euros (Darba and Ascanio, 2020). Lo
que pone de manifiesto la relevancia de la enfermedad de ojo seco como un problema

creciente de salud publica.

En el &mbito laboral, es probable que la incidencia de la enfermedad aumente
debido a la influencia de factores asociados a los lugares de trabajo actuales, ambientes
cerrados con sistemas de climatizacion no controlados o riesgos ergonémicos

asociados al uso de pantallas y dispositivos electronicos (Nakamura et al., 2010).

Los factores de riesgo de la enfermedad de ojo seco pueden clasificarse en
modificables y no modificables. Entre los factores no modificables estan principalmente
la edad, el sexo femenino, la disfuncion de las glandulas de Meibomio y enfermedades
autoinmunes como el sindrome de Sjogren (Moss et al., 2000; De Paiva, 2017,
Schaumberg et al., 2013). Dentro de los factores modificables esté el uso de lentes de
contacto, el uso de dispositivos electronicos, factores ambientales como contaminacion
0 sequedad del entorno y el uso de determinados farmacos topicos y sistémicos

(Fraunfelder et al., 2012; Kojima, 2018; Markoulli and Kolanu, 2017).
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Los sustitutos lagrimales se consideran el tratamiento base para esta patologia
(Jones et al., 2017; No author, 2016). Entre sus funciones esta humectar y lubricar los
epitelios corneal y conjuntival protegiéndolos frente a los fenémenos de desecacién y
reducir el coeficiente de friccion contra la superficie ocular con el objetivo de aliviar la
sintomatologia de los pacientes. Ademas de para humectar la superficie ocular, la
mayoria de los sustitutos lagrimales estan especialmente indicados para humectar la
superficie de las lentes de contacto (Pucker, 2020). Su uso esté establecido tanto para
facilitar la insercién como para evitar su deshidratacion una vez se ha colocado la lente
de contacto en la superficie ocular. Toda lente de contacto, incluso cuando se hace una
correcta adaptacién y mantenimiento, constituye una alteracibn en la homeostasis
fisiolégica de la superficie ocular por lo que pueden aparecer zonas con una
humectacion deficiente que dan lugar a problemas de tolerancia (Mann and Tighe,
2013). En estos casos el uso de soluciones humectantes aumenta considerablemente
el confort tanto en sujetos sanos como en usuarios con sintomatologia de sequedad

ocular (Pucker et al., 2016).

En este sentido, la busqueda de nuevas soluciones terapéuticas exige el disefio
de productos que mimeticen al maximo las caracteristicas fisico-quimicas de la pelicula
lagrimal. Al mismo tiempo, la incorporacion de nuevos ingredientes en este tipo de
soluciones requiere la monitorizacién de los efectos producidos a nivel celular y la

valoracién de la seguridad y eficacia en los usuarios finales.

Por otro lado, la actualizacion constante de la documentacion técnica de los
productos sanitarios abre la posibilidad de la blusqueda por parte de los fabricantes de
nuevas aplicaciones, ademas de las ya registradas para el producto. En este sentido,
como se ha dicho con anterioridad, los sustitutos lagrimales son buenos candidatos para
ser destinados ademéas de al alivio de la irritacion y de la sintomatologia de sequedad
ocular, a la humectacién y lubricacion de lentes de contacto y como terapia coadyuvante

en transtornos inflamatorios de la superficie ocular. Sin embargo, la inclusion de nuevas

93




aplicaciones en las instrucciones de uso del producto exige la realizacion de

investigaciones clinicas que las respalden.

2. HIPOTESIS

Numerosos estudios han mostrado las propiedades cicatrizantes y humectantes
del ingrediente Aloe vera, asi como su posible uso para el tratamiento de algunas
alteraciones de la superficie ocular. Investigaciones previas realizadas en el laboratorio
de Bioquimica y Biologia Molecular IV de esta facultad han demostrado el efecto
protector sobre cultivos celulares de soluciones destinadas al mantenimiento de lentes
de contacto incluyendo este ingrediente (Pintor et al., 2014). De forma paralela, estudios
de otros grupos de investigacién han evaluado la seguridad y eficacia de esta solucion
de mantenimiento en los usuarios finales con resultados satisfactorios (Pinto-Fraga et
al., 2015).

Por lo tanto, la hip6tesis principal del presente trabajo es que la inclusién
del ingrediente Aloe vera en la férmula de un sustituto lagrimal podria tener un
efecto protector frente a la irritacion a nivel celular y sobre la sintomatologia de

irritacion ocular asociada a la enfermedad de ojo seco.
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3. OBJETIVOS

Todos los antecedentes descritos nos llevaron a plantearnos como objetivo
general de esta tesis doctoral evaluar el efecto protector de un sustituto lagrimal que
incluye los ingredientes Aloe vera e HPMC en su composicion. Para ello, se han

propuesto los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar in vitro el efecto de la inclusién de diferentes concentraciones de Aloe

vera en una formula base con HPMC sobre la viabilidad de células epiteliales corneales.

2. Hacer un analisis comparativo del efecto sobre la viabilidad de células epiteliales
corneales de la solucién experimental con Aloe vera e HPMC frente al de diferentes

sustitutos lagrimales ya comercializados.

3. Evaluar la seguridad y eficacia de la solucién experimental con Aloe vera e

HPMC sobre pacientes con sintomatologia de sequedad e irritacién ocular.

4. Analizar in vivo la capacidad humectante, el confort y las variaciones en la
agudeza visual tras la instilacion de la solucién experimental sobre diferentes tipos de

lentes de contacto hidrofilicas.

5. Estudiar el efecto de la solucion basada en Aloe vera e HPMC sobre la
concentracion de moléculas pro-inflamatorias en la pelicula lagrimal de pacientes con

sintomatologia de sequedad e irritacién ocular.
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1. MATERIALES

1.1 ESTUDIOS IN VITRO

1.1.1 REACTIVOS Y PRODUCTOS QUIMICOS
Todos los reactivos y productos quimicos empleados en el desarrollo

experimental de los ensayos in vitro se encuentran detallados en la siguiente tabla.

Tabla lll.1.- Principales reactivos, medios de cultivo y compuestos quimicos utilizados en

los ensayos in vitro.

REACTIVOS Y
COMPUESTOS QUIMICOS
MEM con sales Earle’s sin

rojo fenol

Bicarbonato sédico liquido
Piruvato s6dico 100 mM Gibco Cultivo celular
Tripsina— EDTA 0.05%

FBS
Penicilina - Estreptomicina
Alcohol Isopropilico Merck
DMSO
MTT - formazén

PROVEEDOR uso

Viabilidad celular y
Sigma - Aldrich citotoxicidad

1.1.2 INSTRUMENTACION GENERAL

Tabla lll.2.- Equipos, instrumentos y material fungible empleado en el laboratorio.

EQUIPOS E INSTRUMENTOS FABRICANTE uso
Incubador para cultivos Heraeus
celulares Heracell
Agitador-incubador New Brunswick Scientific
Campana de Flujo laminar Heraeus
Hera Safe
Cémara de Neubauer Brand GMHB
Pipetas estériles Cultivo celular
(3,5,10y 25 ml)
Botellas de cultivo Cultek
(25, 75 cm?)
Placas multipocillo
(6,12, 24, 48 y 96)
Contenedor para congelacion Nalgene
de células Mr. Frosty™ 9
Microscopio confocal Zeiss
Axiovert software LSM 5 . ) .
Pascal Carl Zeiss Microscopia

Médulo Confocal Pascal
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Balanza electrénica Mettler PJ
360
Balanza de precisién Mettler
A5100
Centrifuga de sobremesa
Picofuge®

Centrifuga Labofuge 400

Centrifuga refrigerada Kubota
6500

Estufa
Bafio de ultrasonidos
Bafio termostatizado

Lector de placas Power Wave
XS2

PH-metro GLP-21

Viscosimetro Brookfield
DV2TLVTJO

Mettler

Heraeus

Kubota

Memmert, Grupo Taper
Selecta
Labnet Internacional

BioTek
Crison

Brookfield

Osmdmetro de congelacion

Gonotec

Osmomat 030

Micropipetas

Vortex

Eppendorf
Heidolph

1.2 ESTUDIOS IN VIVO

1.2.1 MATERIALES DEL ESTUDIO CLINICO

La siguiente tabla recoge los materiales y soluciones empleadas durante la fase

clinica experimental.

Tabla Ill.3.- Materiales empleados para la investigacién clinica y para el andlisis de las

muestras obtenidas durante la fase in vivo.

MATERIALES
Suero fisioldgico
Clorito sodico

Test de Schirmer

Fluoresceina
sédica 2%
Filtro Amarillo
Wratten #12
Verde de
Lisamina

Escala Efron

Cuestionario
Mcmonnies
Cuestionario DEQ

Cuestionario VAS

PROVEEDOR
NaCl 0.9% B. Braun
Quality chemicals

TearFlo™ Sterile Strips
HUB Pharmaceuticals

Fluoresceinnnatrium Chauvin eye
drops
Eastman Kodak, Rochester NY,
EEUU
GreenGlo™ Ophthalmic Strips
HUB Pharmaceuticals
Efron Grading Scale for Contact
Lens Complications
The Vision Care institute
Johnson& Johnson
Dry Eye Questionnaire

Visual Analogue Scale
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Varios

uUso
Irrigacion
Induccidn irritacion
Volumen lagrimal
Recogida de lagrima para

andlisis de marcadores
inflamatorios

Evaluacion del tiempo de
ruptura lagrimal y tinciones
corneales

Tinciones conjuntivales

Clasificacion grado tinciones
corneales y conjuntivales

Sintomatologia

Satisfaccion



Optotipo de Escala logaritmica

Test ETDRS ETDRS Promocion Optométrica Agudeza Visual
CSV-1000 VectorV|S|orI1E,ECEJr8enV|lle, OH, Sensibilidad al contraste
Eveprim™ OPIA Technologies SAS, Paris,

yep Francia Citologia de impresion
Portas y conjuntival

cubreobjetos Thermo Scientific

Tabla Ill.4.- Reactivos y materiales empleados para la valoracion de las citologias de

impresién.
REACTIVOS Y MATERIALES PROVEEDOR uso
Acido periodico 1% Merck
Reactivo de Schiff Merck

Hematoxilina (en solucion

modificada segun Gill Il) Merck
Panreac
0,
Etanol 70% AppliChem Tincion PAS- Hematoxilina
Panreac
0,
Etanol 96% AppliChem
Panreac
0,
Etanol 100% AppliChem
Xilol Merck
Agua destilada
Medio de montaje Entellan® Merck Montaje citologia

1.2.2 EQUIPOS E INSTRUMENTACION GENERAL

Tabla IIl.5.- Equipos empleados durante la fase clinica y en el procesamiento de las

muestras obtenidas.

NOMBRE COMERCIAL

EdlFoE FABRICANTE LEo
Lampara de hendidura SL-D4, Topcon Integnd:éjwsaurperﬂme
Tonémetro NT-1000 non-contact Presion Intraocular

tonometer, Nidek Co.
TRC.NW8 Non-mydriatic retinal
camera, Topcon

Topografo corneal Medmont E300 Humectacion in vivo
Pantalla con polarizacion Medida agudeza visual

Retindgrafo Fondo de ojo

VX22 PL, Luneau Technology

lineal de alto y bajo contraste
Lector de placas Power .
Wave XS2 BioTek Ensayo ELISA
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Tabla lll.6.- Kits comerciales de ensayo ELISA utilizados durante la fase clinica.

KITS COMERCIALES FABRICANTE uso
Human MMP-9 quantikine Cuantificacion
ELISA kit concentracion MMP-9
Human IL-1B quantikine . Cuantificacion
ELIS‘?Aqkit R&D Systems, Vitro S.A concentracion IL-13
Human IL-6 quantikine Cuantificacion
ELISA kit concentracion IL-6

1.2.3 PROGRAMAS Y HERRAMIENTAS INFORMATICAS

Tabla lll.7.- Programas y herramientas informaticas.

HERRAMIENTAS INFORMATICAS uso

Motor de busqueda para bases

Pubmed (National Institutes of Health) de datos bibliograficas

Software LSM 5 Pascal (Zeiss) Varios
Software Gen 5 (BioTek) Andlisis de datos lector placas
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software) Andlisis estadistico
2. METODOS

2.1 ESTUDIOS IN VITRO
2.1.1 MODELO CELULAR

Los experimentos de citotoxicidad con el método MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-
2,5-difenil tetrazolio bromuro) fueron realizados en una linea celular inmortal de epitelio
corneal de conejo establecida, SIRC (Statens Seruminstitut Rabbit Cornea) Cat N°=
CCL-60 lot n° 30/974187 Freeze n°1974187. Para el mantenimiento del cultivo celular
se emple6 medio MEM (Minimum Essential Medium) con sales Earle’s y aminoacidos
no esenciales, piruvato sédico, bicarbonato sédico suplementado con suero fetal bovino
(FBS) activado al 10% pH 7.3. Se incubaron a 37°C en una atmésfera humidificada y
con un 5% de CO.. El cambio de medio se realiz6 cada dos dias y se establecieron

pases cada 7 dias.

El procedimiento de descongelacion de las células SIRC se realizé con 10 ml de

medio de cultivo MEM previamente atemperado a 37°C. Se saco un vial de células SIRC
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a -80°C y se procedié a su descongelaciéon con ayuda de unos 500 ul del MEM
atemperado. Una vez descongelado se trasvasé el contenido a un tubo falcon de 15 ml.
Se procedié a centrifugarlo durante 10 minutos a 800 rpm y a temperatura ambiente.
Una vez centrifugado, se elimind el sobrenadante con rapidez para reducir al minimo su
contacto con las células, ya que contiene DMSO y este compuesto cuando se encuentra
a temperatura ambiente es citotoxico. El pellet resultante fue resuspendido en medio de
cultivo y llevado a una botella de 75 cm?.

2.1.2 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR POR REDUCCION DEL COMPUESTO

MTT

Las soluciones de sales de tetrazolio se caracterizan por ser incoloras o
débilmente coloreadas. Sin embargo, cuando se forma como subproducto de la
reduccion enzimatica, el formazan, la solucion cambia a un color fuerte. Su uso se ha
establecido para diversas aplicaciones en los campos de la histoquimica, biologia
celular, bioquimica y biotecnologia. Entre las mas utilizadas para la aplicacion en

cultivos celulares se encuentra el MTT.

Este método, basado en la reduccién metabdlica del compuesto MTT es uno de
los mas utilizados para la medida de la viabilidad celular. Consiste en un ensayo
colorimétrico en el que se cuantifica indirectamente la viabilidad celular a través de la
medida de la actividad metabdlica de las células presentes en un cultivo. Desarrollado
por Mosmann, quien demostré en 1983 que la conversion del MTT en formazan era
proporcional al numero de células metabdlicamente viables (Mosmann, 1983), fue
mejorado por varios investigadores en afos sucesivos (Gerlier and Thomasset, 1986;

Hansen et al., 1989; Tada et al., 1986).

El MTT presenta grupos laterales lipofilicos y una carga neta positiva por lo que
puede atravesar la membrana celular. Este compuesto es una sal de tetrazolio que en
disolucién es amarilla, pero al reducirse, cuando entra en contacto con enzimas

mitocondriales o plasmaticas como oxidorreductasas, deshidrogenasas, oxidasas y
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peroxidasasas dependientes de NADPH se convierte en un compuesto de la familia de
los formazanos (Berridge and Tan, 1993), de color purpura oscuro (azul-magenta)
insoluble en agua, pero que puede analizarse colorimétricamente después de disolverse
en solventes organicos como el dimetilsulféxido (DMSO). La solucién resultante puede
ser cuantificada midiendo la absorbancia en un rango de longitudes de onda de entre
500 y 600 nm. Este efecto permite determinar la funcién de las células tratadas, siendo
el nimero de células vivas proporcional a la cantidad de cristales de formazan

producidos (Vistica et al., 1991).

Actualmente se sabe que su reduccidn no esta asociada exclusivamente con la
actividad de la mitocondria sino que también intervienen en gran medida estructuras no
mitocondriales como el compartimiento endosoma / lisosoma y la membrana

citoplasmaética (Berridge et al., 2005; Stepanenko and Dmitrenko, 2015).

Como el proceso de formacion de los cristales de formazan insolubles tiene lugar
dentro de la célula, se ve afectada su integridad. Por esta razon dentro de los protocolos
de los ensayos MTT se suele incluir un paso de lisis celular y un paso de disolucion de

los cristales de formazan antes de la medida por espectrofotometria.

2.1.2.1 EVALUACION DEL PAPEL PROTECTOR DE UN SUSTITUTO LAGRIMAL CON ALOE
VERA E HIDROXIPROPILMETILCELULOSA SOBRE CELULAS DE EPITELIO CORNEAL DE
CONEJO MEDIANTE MTT

Para la evaluacion del posible papel protector de la solucion humectante basada

en Aloe vera e HPMC se realizé un estudio de citotoxicidad basado en el método MTT.

Se establecieron diferentes tratamientos con concentraciones crecientes de Aloe
vera (0.5, 1, 2, 3 y 5%) para determinar la cantidad con la que se producia un mayor
efecto protector en las células de epitelio corneal de conejo inmortalizadas (SIRC).
Como control se utilizo suero fisioldgico al 0.9% y lagrima artificial con un 0.2% de HPMC
sin Aloe vera. Todos los productos se caracterizaron por ser formulas libres de

conservantes.
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R/ ’ METODOS

L
Al WAL T IV VUV Y

Para este proposito, se utilizaron 2 placas multiwell de 24 pocillos donde se
afadieron 1.5 x 10 # células de epitelio corneal de conejo inmortalizadas (SIRC) y 100
puL de medio de cultivo MEM (sin rojo fenol) en cada uno de los pocillos. Después se
realiz6 una incubacién durante 24 horas a 37°C en atmdsfera humidificada y con CO; al
5%. Una vez que las células fueron llevadas a la confluencia cada una de las placas se
destind a un tiempo de exposicion de 10 y 60 minutos respectivamente al agente irritante

DMSO (1%).

V0 000
0LO0009®
900000

[[] Solucion salina 0.9%
O OO .. . [] Solucién salina + 1% DMSO

B Lagrima artificial

istribucid . [0 Lagrima artificial + 1% DMSO
(%) Dlstribucin placa 24 pocilos ensavo MIT [] Lagrima artificial +0,5 % AV + 1% DMSO

O0O0000 0O OO0O0O0OO [] Lagrima artificial + 1% AV + 1% DMSO
Qlel I I 10]Ieel IoIe ) o La}grima artificial + 2% AV + 1% DMSO
008280008998 | B Litima - oxav+ 0w
Qlel I I IeIelel IoIe] ) [ Lagrima artificial + 5% AV + 1%
ejel X [eeiel I Iof X |
00000000000
0000000000
ejel X [eJeiel I Jof X |

(b) Distribucion placa 96 pocillos ensayo MTT

Figura lll.1.- Esquema de distribuciéon del ensayo MTT. (a) Distribucién en la placa de 24

pocillos; (b) distribucidon de la placa de 96 pocillos.

En cada placa multiwell de 24 pocillos (Figura Ill.1.a) se utilizaron 2 o 3 pocillos
respectivamente para cada una de las soluciones controles y de estudio. Con el objetivo
de producir la soluciébn MTT se disolvieron 5 mg de MTT (MTT Formazan, Sigma-
Aldrich®) en medio de cultivo MEM sin FBS y sin rojo fenol (0.5 mg/ml). Una vez

transcurrido el tiempo de exposicion al agente irritante establecido para cada uno de los
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ensayos se retird cuidadosamente el medio de cultivo y se afiadieron 300 pl de la

solucién MTT en cada uno de los pocillos.

Para permitir la formacién de los cristales de formazan el tiempo de incubacion
total de las células SIRC con la solucion de MTT fue de 1 hora a 37°C con un 5% de
CO.. Una vez pasado este tiempo, se elimin6é el sobrenadante de la solucion y se
comprobd la formacién de los cristales. Para disolver los cristales de formazan se
agregaron 500 pl de DMSO (Sigma-Aldrich®; 99.9% riqueza) a los pocillos
manteniéndolos en agitacién lenta durante 15 minutos a temperatura ambiente con el

objetivo de homogeneizar la placa.

Una vez transcurrido este proceso se transvasaron 250 ul de la solucion

resultante a dos placas de 96 pocillos seglin el esquema mostrado en la figura lll.1.b.

La integridad de las células se valor6 a través de la medida de la absorbancia
por lectura espectrofotométrica, realizando dos medidas en el lector de placas, una a
una longitud de onda de 570 nm que nos da la informacién de la cantidad de formazan
y otra a 690 nm que es la que se corresponde con el background del MTT que no ha

formado cristales.

Para el célculo de la viabilidad celular con las diferentes soluciones, se valoré el
porcentaje con respecto a la viabilidad celular obtenida con el control de la solucién
humectante sin Aloe vera con MEM. Por lo tanto, los resultados de la lagrima con las

diferentes concentraciones de Aloe vera seran referenciados con respecto a este valor.

Los resultados se presentan como medida de porcentaje con desviacion

estandar y se determinaron a través de la siguiente férmula:

(Densidad 6ptica promedio del problema X 100)

o 0
Viabilidad cetular (%) (Densidad optica promedio del control)
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2.1.2.2 ESTUDIO COMPARATIVO DEL PAPEL PROTECTOR DE UN SUSTITUTO LAGRIMAL
CON ALOE VERA E HIDROXIPROPILMETILCELULOSA VERSUS DIFERENTES
SUSTITUTOS LAGRIMALES DISPONIBLES EN EL MERCADO

Con el objetivo de comparar el papel protector de la solucidon humectante de Aloe
vera e HPMC con otras formulaciones presentes en el mercado, se evalu6 de nuevo la

viabilidad celular con el método MTT.

Para ello, se seleccionaron las siguientes formulas comerciales teniendo en
cuenta diferentes composiciones y rangos de viscosidad. Todas ellas fueron incluidas

en su version sin conservantes.

Tabla 111.8.- Composicién de los sustitutos lagrimales comercializados utilizados en el

estudio comparativo de citotoxicidad.

PRODUCTO COMPOSICION
Acuolens ® (Alcon) HPMC 0.3%
Artific ® (Angelini) HPMC 0.32%
Viscofresh ® (Allergan) CMC 0.5%
Optava Fusion ® (Allergan) HA 0.1% + CMC 0.5%
Opticalm Plus ® (Omega Pharma) HA 0.2% + HPMC 0.2%
Hyabak ® (Thea) HA 0.15%
Lubristil ® (Angelini) HA 0.2%
Visaid 0.2% ® (Avizor) HA 0.2% + GLICERINA 0.5% + PVP 0.25%
Visaid 0.3% ® (Avizor) HA 0.3% + GLICERINA 0.25% + PVP 0.4%
Aquoral ® (Esteve) HA 0.4%
Systane ® (Alcon) HA + HP - GUAR + PEG 400 0.4% + PPG 0.3%
Systane Ultra ® (Alcon) HP - GUAR + PEG 400 0.4% + PPG 0.3%

Como control, se utilizaron las células SIRC en medio MEM sin irritar y las células
en medio MEM incluyendo el agente irritante DMSO a una concentracion del 1%
siguiendo el mismo procedimiento experimental empleado para la determinacién de la

concentracion efectiva de Aloe vera y descrito en el apartado 2.1.2.1.

En este caso, se empled como solucién de estudio la férmula con el porcentaje
de Aloe vera que mostrd6 mejores resultados de proteccién frente a la irritacion en el

ensayo de viabilidad celular inicial.
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2.2 ESTUDIOS IN VIVO

La siguiente tabla recoge un resumen de las caracteristicas demogréficas de los

pacientes incluidos en los estudios realizados en la fase in vivo.

Tablalll.9.- Resumen de las caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en los

estudios de la fase in vivo.

EDAD EDAD
GRUPO MUESTRAL N MUJERES HOMBRES (MEDIA + SD) (RANGO)
Evaluacién de la 325+8,1 18 - 35
seguridad y eficacia 36 2 = afios afios

Evaluacién de la

humectabilidad sobre la 15 9 6 25,3+3,0 18- 35
superficie de lentes de afios afios

contacto hidrofilicas

Evaluacién de la

concentracion de 51,9+8,4 38 — 66
moléculas pro- 2 12 & afios afios

inflamatorias

2.2.1 EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA
2.2.1.1 DISENO DEL ESTUDIO

Con el objetivo de valorar la seguridad y eficacia de la solucion en fase de
investigacion, se realiz6 un estudio clinico experimental, unicéntrico, prospectivo,
aleatorizado, cruzado y doble enmascarado. Para ello se evaludé su comportamiento in

vivo frente al de una solucién control (NaCl 0.9%).

El orden de uso de las soluciones para cada uno de los pacientes se seleccioné
de forma aleatoria. Dicha aleatorizacion fue realizada utilizando el programa EXCEL
mediante la funcion ALEATORIO. ENTRE (l,11), siendo el valor “I” el asignado para el
producto en fase de investigacion y el valor “II” el asignado para la solucion control. Ni
el sujeto ni el investigador tuvieron conocimiento del tipo de solucion (experimental o

control) que el sujeto estaba utilizando en cada momento del estudio.
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Para el andlisis de los resultados se escogié solamente un ojo por paciente
(aunque fueron evaluados los dos 0jos), seleccionado de forma aleatoria. Del mismo
modo que para la aleatorizacibn de las soluciones, se empleé la funcion
ALEATORIO.ENTRE (D,l) para la aleatorizacion de la selecciéon del ojo incluido en el

tratamiento de los datos, siendo el valor “D” el ojo derecho y el valor “I” el ojo izquierdo.

Este estudio recibi6 la aprobacién del Comité de ética de investigaciones clinicas
del Hospital Clinico San Carlos de Madrid antes de su comienzo y su realizacion fue
autorizada por la AEMPS. Debido a la recogida de muestras biolégicas, se aseguro el
cumplimiento de la ley 14/2007 de Investigacion Biomédica (Agencia estatal BOE 159,
2007). Todas ellas fueron utilizadas con fines cientificos y una vez finalizada la

investigacion fueron destruidas de acuerdo a las pautas legales.

La presente investigacion clinica fue realizada de acuerdo a los requerimientos
de la norma UNE - EN ISO 14155: 2011 Investigacion clinica de productos sanitarios
para humanos — Buenas practicas clinicas (UNE-EN ISO 14155, 2011) y segun los
principios éticos para la investigacion biomédica sobre sujetos humanos de la

Declaracion de Helsinki (Tognoni, 2009).

Todos los pacientes del estudio fueron reclutados en la Facultad de Optica y
Optometria de la Universidad Complutense de Madrid. Previo al comienzo del estudio
se obtuvo el consentimiento informado por escrito después de la explicacion de la
naturaleza y de los riesgos y beneficios potenciales derivados del mismo. También se
advirtio a los pacientes de la posibilidad de interrumpir el estudio en cualquier momento

y sin necesidad de justificacion.
2.2.1.2 SELECCION DE LOS SUJETOS

El célculo del tamafio muestral necesario se realizo con el software Granmo 6.0.
asumiendo un 20% de pérdidas y considerando como variable principal la
sintomatologia de irritacion ocular. Se estimé necesario el reclutamiento de 36

pacientes.
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Los criterios de inclusion que se establecieron para el reclutamiento fueron los

siguientes:

Firma del consentimiento informado previa a la realizacion de cualquier
prueba del estudio.

Firma del formulario de proteccion de datos previo a cualquier prueba del
estudio.

Ser hombre o mujer de edad igual o superior a 18 afios, con capacidad
para otorgar libremente el consentimiento informado para la participacion
en el estudio.

Ser usuario de lentes de contacto en el momento del estudio y/o practicar
deportes acuéticos al menos 2 veces a la semana y/o usuario de
dispositivos electrénicos al menos durante 6 horas al dia.

Presentar una puntuacién igual o superior a 3 en al menos una de las
preguntas 7 a, by c del Dry Eye Questionnaire (DEQ) y que hayan tenido
una respuesta afirmativa a minimo una de las preguntas 4, 5 o 6 del test
McMonnies.

No estar diagnosticado de sequedad ocular bajo tratamiento
farmacoldgico.

No presentar patologias sistémicas y oculares asociadas a la irritacion.

No presentar ninguno de los criterios de exclusién.

Como criterios de exclusion se establecieron los siguientes:

Sensibilidad o intolerancia conocidas a alguno de los productos o
ingredientes de las formulaciones utilizadas en el estudio.

Historial de infecciones oculares o procesos inflamatorios severos en los
6 meses previos al comienzo del estudio.

Cualquier cirugia ocular en los 3 meses previos al comienzo del estudio.
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» [|nicio, discontinuacion o cambio a lo largo del estudio de la dosis de
antihistaminicos, agentes colinérgicos, agentes beta-bloqueantes,
antidepresivos o0 cualquier otra medicacién sistémica con posibles
efectos sobre la pelicula lagrimal.

= Embarazo o lactancia.

= Participacion del sujeto en investigaciones clinicas en los ultimos 30 dias

previos al estudio.

El nimero final de pacientes incluidos en el estudio fue 36 con un rango de edad
de entre 18 y 35 afios. La media de edad de los pacientes fue de 32,5 + 8,1 afios y el

ratio mujer/hombre fue 60/40.
2.2.1.3 FASES DEL ESTUDIO

La investigacion clinica para el estudio de la seguridad y eficacia del sustituto
lagrimal basado en Aloe vera e HPMC fue dividida en dos fases. Entre una fase y otra

se establecié un periodo de al menos 7 dias de descanso (wash-out).
2.2.1.3.1 FASE |: EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA A CORTO PLAZO

En esta primera fase del estudio de seguridad y eficacia se programaron 2
visitas. La visita | o de inclusion fue la del reclutamiento de pacientes. Después de la
explicaciéon de los procedimientos y tras la firma del consentimiento informado y del
formulario de proteccién de datos se realizaron las pruebas recogidas en la tabla I11.10.
Una vez finalizado el reclutamiento se establecié un periodo de lavado (wash out) de
una semana con suero fisioldgico al 0.9% y una pauta de instilacion de 3 a 8 veces el

dia previo a la visita 2 en todos los pacientes.

Durante la visita Il se indujo irritacion ocular a todos los pacientes incluidos en el
estudio instilando agua clorada en concentraciones similares a las de las piscinas (0.045
mg/L) (Blanxart, n.d.). Después de inducir la irritacion, a la mitad de los pacientes se les

instilo la solucion humectante y a la otra mitad la solucion control. Se evaluaron una
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bateria de parametros antes y después de la instilacion de las soluciones (tras 15
minutos, 60 minutos y 120 minutos). A la mitad de los pacientes se les instil6 el sustituto
lagrimal y a la otra mitad la solucién control, la division se realizé aleatoriamente

siguiendo el procedimiento de aleatorizacion descrito en el apartado 2.2.1.1.

Tabla 1l1.10.- Pruebas realizadas en cada una de las visitas de la Fase | del estudio de

seguridad y eficacia.

VISITA 2 VISITA 2 VISITA 2

VI%I;';EAI 15 60 120
MINUTOS MINUTOS MINUTOS
Consentimiento informado "
Historia médicay ocular "
Visual Analogue Scale (VAS) " " "
Agudeza Visual . . .
(ETDRS)
Biomicroscopia " " " "
Tiempo de ruptura lagrimal
i (TFgUT) ; - - - -
Tincion corneal L] L] u .
Tinciéon conjuntival L] L] L] L]
Test de Schirmer L] L] L]
Presion Intraocular " "
Fondo de ojo L] L]
Citologia de impresion . .
conjuntival
Acontecimientos adversos L] L] L]

2.2.1.3.2 FASE Il: EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA A MEDIO PLAZO

Dentro de la Fase Il las visitas fueron programadas por semanas; 0 (visita de
referencia o PRE 1) 1, 2, 4, 6 (visita PRE 2) 7, 9y 11. La Fase Il a su vez se subdividio
en dos etapas, en las que los sujetos participantes utilizaron la solucion en fase de
investigacion durante un periodo de 30 dias y durante otros 30 dias la solucién control,
estableciendo un periodo de lavado de 15 dias entre cada una de ellas. El uso de la
solucion de estudio y la solucion control fue aleatorizado. Las pruebas realizadas en
cada una de las visitas de la Fase Il se encuentran recogidas en la tabla 111.11. Con el
objetivo de evitar posibles influencias diurnas en los pardmetros evaluados, todas las

medidas fueron realizadas en la misma franja horaria.
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Tabla 1ll.11.- Pruebas realizadas en cada una de las visitas de la Fase |l del estudio de

seguridad y eficacia.

VISITA VISITA VISITA VISITA VISITA VISITA VISITA VISITA

PRE l’ 1 2 3 PRE 2 4 5 6
SOLUCION SOLUCION
1 2
Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana Semana
0 1 2 4 6 7 9 11
sy EElETES 0 Dia5a Dial2a | Dia27a 0 Dia5a Dial2a DiaZ27a
9 16 33 9 16 33
Sintomatologia . . . .
(DEQ)
VAS n n n n
Refraccién . .
subjetiva
Agudeza visual . . . . . .
(ETDRS)
Sensibilidad . . . . . .
al contraste
Biomicroscopia " " " " " " = .
TFBUT n n n n n n n n
Tincion corneal " " " " " " " L]
TinCién u u u u u u u n
conjuntival
Test de . . . . . .
Schirmer
Presién
u u u n
Intraocular
Fondo de ojo " " " "
Acontecimiento . . . . . .
s adversos
Dispensacion
| n
del producto
Recoleccién
del n n
producto

2.2.1.4. EVALUACION DE LA EFICACIA

En la Fase | las variables principales de eficacia evaluadas fueron: la hiperemia
conjuntival, los parametros asociados a la citologia de impresién (densidad celular;
espesor celular y nube de mucina) y el test subjetivo para valorar el confort Visual

Analogue Scale (VAS).

La variable principal de eficacia en la Fase Il del estudio fue el Dry Eye

Questionnaire (DEQ) (pregunta 7 relacionada con la irritacién ocular).
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2.2.1.5. VALORACION DE LA SEGURIDAD

La valoracién de la seguridad y tolerancia de la solucién en fase de investigacion
se realiz6 a través de la comparacion de los perfiles de seguridad a corto plazo recogidos
como parametros secundarios de seguridad y eficacia. Se determiné la frecuencia de
los acontecimientos adversos con las dos soluciones (experimental y control). Las

variables de estudio fueron las siguientes:

= Evaluacion de tinciones corneales y conjuntivales.

*» Medida de la estabilidad de la pelicula lagrimal mediante el TFBUT.

= Test de Schirmer sin anestesia.

» Funcién visual mediante la medida de la agudeza visual y la sensibilidad
al contraste con el test ETDRS y CSV100E respectivamente.

» Presion intraocular.

» Presencia de acontecimientos adversos oculares y periorbitarios.

= Reduccién de al menos una linea de la AV (LogMAR) no mejorable con
correccién o con la instilacion de sustitutos lagrimales.

= Cualquier suceso oftdlmico adverso severo.

= Presencia de acontecimientos adversos graves 0 no graves durante todo

el estudio.
2.2.1.6. ENSAYOS

Tras la firma del consentimiento informado y la recogida de informacién sobre el
historial médico y ocular de cada uno de los pacientes se realizaron las siguientes

pruebas.

Con el objetivo de evaluar la sintomatologia se utilizo el cuestionario DEQ (Dry
Eye Questionnaire) en su version de 8 preguntas (DEQ-8) tanto para el reclutamiento
de los pacientes como para la monitorizacion antes y después del uso de las soluciones
durante la fase Il del estudio. Este cuestionario incluye escalas categoéricas para 8

sintomas comunes en sujetos que sufren sequedad ocular o irritacion: disconfort,
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sequedad, sensacion de arena, sensacion de ardor, sensacion de picor, sensacién de
cuerpo extrafio, irritacion y sensibilidad a la luz. En cada uno de los sintomas se
especifican frecuencia, intensidad en la mafiana y en la tarde y grado de molestia para
el sujeto (Begley et al., 2002). Para cada una de las preguntas existen 5 respuestas
posibles representadas en una puntuacion de 0 a 4 donde O representa “nunca” y 4
“constantemente” para la frecuencia, 0 representa “ nada” y 4 “muy intenso” respecto a
la intensidad y O representa “nada” y 4 “ muy molesto” para el grado de molestia. Ademas
este cuestionario también incluye preguntas sobre la edad, género, efecto sobre la
actividad diaria, uso de dispositivos electrénicos, tratamientos farmacoldgicos, alergias,
etc (Begley et al., 2001). También se presenta una version adaptada para usuarios de
lentes de contacto de este cuestionario denominada Contact Lens Dry Eye
Questionnaire (CLDEQ) (Chalmers et al., 2012) y una version reducida de 5 preguntas
(DEQ-5) incluida dentro de los cuestionarios recomendados por el informe de
metodologia y diagnostico del TFOS DEWS Il (Wolffsohn et al., 2017). Todos los
participantes respondieron individualmente a cada una de las preguntas sin la
intervencion del investigador garantizando las pautas marcadas en el protocolo de

investigacion.

Cada uno de los sujetos participantes en el estudio complet6 el cuestionario VAS
(Visual Analogue Scale). Este test consiste en una linea horizontal de 100 mm en la que
los pacientes marcan en la escala la zona que mejor se corresponde con sus sintomas.
La puntuacion final esta en un rango de 0 a 100, donde los O puntos indican que el
usuario esta extremadamente insatisfecho y los 100 puntos se corresponden con la

mejor puntuacion.

La refracciéon subjetiva fue calculada siguiendo la misma técnica estandar en
todos los pacientes y con el objetivo de determinar la mejor agudeza visual con

correccion (BCVA).
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Con el objetivo de monitorizar posibles cambios en la vision subjetiva del
paciente tras la instilacion de la solucion en fase de investigacion se evalué agudeza
visual con el test ETDRS (de las siglas en inglés de Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study), basado en el formato estandarizado de laminas de agudeza visual
de alto contraste utilizado en el estudio del tratamiento precoz de la retinopatia diabética.
Este optotipo de progresion logaritmica esta considerado como el gold standard para la
evaluacién de la agudeza visual al permitir una mejor deteccién, dando el valor por letras
en lugar de por filas (Noushad et al., 2012). Su disefio permite mayor precision y
consistencia del valor de agudeza visual siendo el més utilizado en investigaciones

clinicas (Kaiser, 2009).

Las laminas se colocaron en una caja retroiluminada a una distancia de 4 metros
con iluminacion estandarizada. Aunque en el protocolo de investigacion se establecio
una distancia de un metro para la medida de la agudeza visual en sujetos con visién
reducida, esta adaptacion no fue necesaria en ninguno de los participantes. La prueba
se realiz6 monocularmente (tomando siempre primero la medida del ojo derecho) con la
mejor correccién refractiva y en condiciones fotépicas. Todos los pacientes fueron
instruidos para leer los optotipos de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo hasta
la linea en la que cometieron mas de 3 fallos. El valor de agudeza visual se anoté como
la dltima linea entera leida mas las letras de la siguiente incrementando el resultado en

0.02 unidades logaritmicas por letra (AV LogMAR).

La funcion de sensibilidad al contraste se evalu6 con el test CSV1000E
(VectorVision, Greenville, OH, EEUU) en condiciones fotopicas a 2.5 metros de
distancia. La prueba se realizé con un panel retroiluminado que presenta cuatro
frecuencias espaciales de 3 (rango umbral 0.70 — 2.08), 6 (rango umbral 0.91- 2.29), 12
(rango umbral 0.61- 1.99), y 18 (0.17-1.55) ciclos/grado (Koefoed et al., 2015). Las
frecuencias espaciales estan localizadas en cuatro filas de forma que aparecen

representadas dos laminas circulares en cada nivel de contraste y para cada una de las

116




frecuencias espaciales. Ambas se encuentran representadas una encima de otra de
forma que una de las lAminas contiene una red sinusoidal y la otra un patron de color
gris uniforme. Cada una de las frecuencias espaciales cuenta con 8 niveles de contraste,
en pasos de 0.14 unidades logaritmicas. El paciente realiz6 la prueba con la refraccion
con la que logré la mejor agudeza visual corregida y fue instruido para identificar que
lamina circular presentaba la red sinusoidal para cada uno de los niveles de contraste
(circulo superior o inferior). Con el objetivo de evitar una eleccion forzada no se

establecié un tiempo estricto de respuesta.

La evaluacion de la integridad de la superficie ocular se realizd mediante
biomicroscopia de polo anterior con una lampara de hendidura (SL-D4, Topcon, Tokio,
Japon) utilizando las caracteristicas de iluminacién y los aumentos recomendados para
observar cada una de las zonas de la superficie ocular. La escala de Efron, con una
puntuacién de 0 a 4 fue la escogida para valorar los siguientes hallazgos: hiperemia
bulbar y tarsal, presencia de papilas, neovascularizacién corneal y aparicién de

infiltrados (Efron, 1998).

El volumen lagrimal fue recogido realizando el test de Schirmer | (sin anestesia)
siguiendo el criterio de van Bijsterveld (Van Bijsterveld, 1969). La tira de Schirmer
(TearFlo™ sterile strips, HUB Pharmaceuticals) fue colocada en la conjuntiva tarsal de
la zona temporal del parpado inferior durante 5 minutos. El paciente fue instruido para
mantener los ojos cerrados, evitando asi la secrecidn refleja. Una vez transcurridos los
5 minutos el volumen lagrimal fue registrado teniendo en cuenta la longitud en milimetros

de la tira de Schirmer humedecida por la lagrima.

Después de la realizacion del test de Schirmer, teniendo en cuenta que es una
prueba ligeramente invasiva, se establecio un periodo de descanso de 10 minutos hasta
la evaluacién del tiempo de ruptura lagrimal (TFBUT) para favorecer la recuperacion de

la superficie ocular y de los valores basales de volumen lagrimal.
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La valoracion del tiempo de ruptura lagrimal se realiz6é con lampara de hendidura
aumento 10x bajo iluminacion azul cobalto y a través de un filtro amarillo Wratten #12
(Eastman Kodak, Rochester, NY, EEUU) para mejorar el contraste. Con el objetivo de
garantizar la repetibilidad del procedimiento de tincién, se utiliz6 una solucion con
fluoresceina sédica (NaFL) al 2% (Fluorescinnatrium Chauvin) (Korb et al., 2008). En
cada aplicacion se instilaron 5 pl de fluoresceina diluida en el fondo de saco conjuntival
inferior y se pidié al sujeto que parpadeara varias veces para conseguir su correcta
extension sobre la superficie ocular, esperando 20 segundos hasta realizar la primera
evaluacion del TFBUT. Se registro el intervalo de tiempo desde el Ultimo parpadeo hasta
la aparicién de la primera zona de ruptura de la pelicula lagrimal (discontinuidad de la
tincion con fluoresceina) (Norn, 1969). El resultado se expres6 como el promedio de tres

medidas consecutivas.

Tras la evaluacion del TFBUT se establecié un periodo de descanso de 10
minutos y se volvieron a instilar 5 pl de fluoresceina sédica diluida al 2% en el fondo de
saco conjuntival inferior para evaluar la integridad corneal. Se pidi6 al sujeto que
parpadeara varias veces para que la fluoresceina se extendiera correctamente en la
superficie del ojo. El procedimiento para examinar la superficie corneal tefiida fue similar
al que se ha descrito para evaluar el TFBUT, modificando Unicamente el aumento de la
lampara de hendidura a 16x. La valoracion se realizé utilizando una plantilla que divide
la cérnea en 5 areas (central, temporal, nasal, superior e inferior) alineando la

circunferencia exterior con el limbo corneal.
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Figura ll.2.- Division corneal en diferentes areas.

La intensidad de la tincién corneal con fluoresceina se clasificé en cada area con
una puntuacién de 0 a 4 puntos de acuerdo a la escala de valoracién de complicaciones
de lentes de contacto disefiada por Nathan Efron. En esta escala cada paso de
calificacion de 1.0 unidades se corresponde con una diferencia clinicamente significativa
en la gravedad del hallazgo (Efron, 1998; Efron et al., 2001). La interpretacién de los
niveles de calificacion se realiz6 siguiendo los grados y descripciones descritos en ella

(tabla 111.12).

Tabla Ill.12.- Interpretacidon de los niveles de calificacion de la escala de valoracion de
complicaciones de lentes de contacto de Efron. Tabla adaptada (Efron, 1998).

GRADO INTERPRETACION
0 Normal — sin cambios en el tejido
1 Leves indicios — no precisa accion clinica
2 Medio — es possible que pueda precisar accion clinica
3 Moderado — generalmente require accién clinica
4 Grave — require accion clinica urgente

Una vez valorado el grado de tinciones corneales se establecié de nuevo un
periodo de 10 minutos hasta la valoracién del grado de las tinciones conjuntivales, con
el objetivo de permitir la eliminacion de los restos de fluoresceina sddica. En este caso

se utilizaron tiras de Verde de Lisamina (GreenGlo™, HUB Pharmaceuticals)
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humedecidas con 25 pl de suero fisiologico (NaCl 0.9%). Se aplicé una gota en el fondo
de saco conjuntival inferior esperando 2 minutos para su correcta extension y a
continuacién se evalué la superficie conjuntival en la lampara de hendidura con aumento
16x. Se us6 como guia una plantilla que divide la conjuntiva en 6 areas (central superior
e inferior de la zona nasal, central superior e inferior de la zona temporal, periférica nasal
y periférica temporal). Del mismo modo que para las tinciones corneales la severidad de
los hallazgos en conjuntiva se clasifico de 0 a 4 puntos siguiendo la escala de Efron

(Efron, 1998; Efron et al., 2001).

102420}

Figura ll1.3.- Division en areas de la conjuntiva bulbar.

La valoracion de la presion intraocular (PIO) fue realizada utilizando tonometria
de aire (NT-1000 non-contact tonometer, Nidek Co. Gamagori, Japén). El resultado se

anoté como la media de tres medidas consecutivas en cada uno de los ojos.

El fondo de ojo fue examinado mediante retinografia no midriatica (TRC.NW8
Non-mydriatic retinal camera, Topcon, Tokio, Japén), permitiendo la aclimatacion del
paciente a la oscuridad durante unos minutos para dilatar la pupila. Se recogieron todos

los posibles hallazgos anormales y se guardaron todas las imagenes generadas.

Del mismo modo se notificd en la ficha de cada uno de los pacientes cualquier
acontecimiento adverso encontrado relacionado con la instilacion del producto. Se
dividieron en las categorias de graves y no graves. Lo que determiné el procedimiento

a seguir para la notificacion y la documentacion de los mismos.
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Durante la Fase | del estudio de seguridad y eficacia se recogié una muestra de
las células epiteliales de la conjuntiva mediante citologia de impresion. Antes de tomar
la muestra y con el objetivo de eliminar los restos de los colorantes vitales instilados se
realiz6 un lavado con suero fisiologico (NaCl 0.9%) de la superficie ocular y se establecio
un periodo de reposo de 10 minutos antes de realizar la prueba para evitar

interferencias.

Se realizé una primera recogida para obtener valores basales y otra una vez
inducida la irritacion e instilada la solucién en fase de investigacion y la solucién control,
con el objetivo de observar y monitorizar el efecto de la instilacion a corto plazo a nivel

de la superficie ocular.

Para realizar las citologias de impresion conjuntivales se utilizé el dispositivo
Eyeprim™ (OPIA Technologies SAS, Paris, Francia) equipado con papel de filtro,
membrana de polietersulfona (PES), y disefiado teniendo en cuenta la curvatura de la

esclera y el diametro limbal.

Pulsor:

Debe presionarse suavemente hasta la primera
parada para la fase de muestreo y mas fuerte
durante la expulsion.

Zona de agarre:
Se recomienda un agarre firme para la expulsion
de la membrana.

Membrana de muestreo:
Protegida en el cuerpo del dispositivo

Figura lll.4.- Dispositivo Eyeprim™ (OPIA Technologies SAS, Paris, Francia).

Imagen adaptada del prospecto del producto 07- 2019.
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I VATERIAL Y METODOS

Figura lll.5.- Toma de muestra de citologia de impresion en conjuntiva bulbar

superior con dispositivo Eyeprim™ (OPIA Technologies SAS, Paris, Francia).

Este dispositivo cuenta con una membrana de muestreo de una superficie de 69
mm? destinada a ser puesta en contacto con la conjuntiva bulbar superior de los
pacientes tomando una distancia de seguridad de 1.5 a 2 mm desde el borde del filtro
hasta el area del limbo corneal (ver Tabla 111.13). La toma de muestra se realizo sin
anestesia manteniendo un contacto suave, aproximadamente durante 2-3 segundos

entre la membrana de PES y la conjuntiva bulbar superior (Ver figura 111.5).
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Tabla I11.13.- Caracteristicas de la membrana utilizada en el dispositivo Eyeprim™
(OPIA Technologies SAS Paris, Francia). Tabla adaptada del prospecto de
EYEPRIM™ -07-2019.

CARACTERISTICAS DE LA MEMBRANA

Curvatura escleral

v
FORMA Q

'\ Didmetro Limbal

SUPERFICIE 69 mm?

Polietersulfona optimizada para obtener el

TIPO : e
mejor rendimiento

Todas las muestras fueron conservadas en alcohol al 96% y a temperatura de
entre 2- 5°C antes de su tincion. El tiempo maximo transcurrido entre la toma de la
muestra y su introduccién en alcohol fue de 10 minutos con el objetivo de evitar la lisis

celular.

El método de tincién seleccionado para la visualizacion de las mucinas
secretadas por las células Goblet fue la Tincidbn PAS — hematoxilina (Periodic Acid Schiff
— hematoxilina). Esta tincién histoquimica es un método ampliamente utilizado para la
deteccién de polisacéaridos simples, mucopolisacaridos y muco- y glicoproteinas en

diferentes tejidos.

El mecanismo de coloracion de este tipo de tincién se basa en una modificacion
guimica del tejido previa a la coloracion, en la que el acido periddico es el que lleva a
cabo la reaccién. El fundamento de la reaccién consiste principalmente en la oxidacion
de los tejidos con acido periddico con el objetivo de incrementar el nUmero de grupos

carbonilos (aldehidos o cetonas) presentes en ellos. La muestra es tratada con el
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reactivo de Schiff que reacciona con dos grupos aldehidicos dando lugar a una

coloracion rojo — parpura.

La secuencia completa para la realizacién de la tincion de las muestras se
encuentra recogida en la tabla 1ll.14. Una vez en el portaobjetos las muestras fueron
sumergidas en hematoxilina durante 20 segundos con el objetivo de tefir el lecho
epitelial. Este paso se realizé en ausencia de luz para evitar la oxidacién del colorante.
Después de la tincion se realizé un lavado en agua destilada antes de deshidratar y fijar

las muestras a través de series de etanol ascendentes y de la exposicion a xilol.

Tabla 1ll.14.- Secuencia de procesamiento para la tincion PAS - hematoxilina de las

citologias de impresion conjuntival.

PREPARADO HISTOLOGICO EN PLACA MULTIWELLL 24

Agua destilada 10 minutos de enjuague y lavado
Acido periodico 1% (muestra protegild% cTeIT;t(ejiposicién a la luz)

Agua destilada 3 minutos
Reactivo de Schiff (Leucofucsina) 3 minutos
Agua destilada 5 minutos

PREPARADO HISTOLOGICO EN PORTAOBJETOS

Solucion de hematoxilina 20 segundos
Agua destilada 5 minutos
Etanol al 70% 2 minutos

Etanol 96% (x2) 2 minutos (x2)

Etanol 100% (x2) 2 minutos (x2)
Xilol 9 minutos

MONTAJE EN PORTAOBJETOS CON MEDIO DE MONTAJE ANHIDRO ENTELLAN®
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MATERIAL Y METoDOS I

Figura lll.6.- Procedimiento de tincion PAS — hematoxilina para citologias de impresién

conjuntival.

Como paso final, las muestras se montaron en un portaobjetos con medio de
montaje Entellan® para la posterior evaluacion microscopica. La visualizacion de las
preparaciones fue realizada mediante microscopia confocal de escaneo laser (LCM) con
el microscopio Zeiss Axiovert equipado con el médulo LSM 5 Pascal (Zeiss LSM Pascal,
Carl Zeiss, Jena, Alemania) siguiendo el protocolo descrito por Peral y Pintor (Peral and

Pintor, 2008).
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I VATERIAL Y METODOS

Figura lll.7.- Montaje citologias de impresiéon conjuntival tras tincién PAS - hematoxilina.
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Figura I11.8.- Microscopio confocal Zeiss LSM Pascal (Carl Zeiss, Jena, Alemania).

En cada citologia se evaluaron 3 parametros: densidad celular (células/mm?),
altura de la nube de mucina (MCH) y espesor de las células Goblet (CLT), éstas dos
tltimas medidas en micras (um). Para la evaluacion de la densidad celular se utilizé un
aumento 20x mientras que en el analisis del espesor de las células Goblet y de la nube
de mucina se emple6 un aumento 40x. Los tres parametros se evaluaron con 488 y 543
nm y una transmisibilidad del 10% y del 15,9% respectivamente. La microscopia
confocal laser escanea muestras en el eje Z a intervalos de 0.25 um entre fotogramas.
El tamafio de campo para las imagenes confocales fue de 450 x 450 um utilizando un
factor de multiplicacién para obtener la densidad celular de 4.938. Para contabilizar la
densidad de las células Goblet se analizaron 5 cuadrantes de la muestra seleccionados
aleatoriamente. La medida del espesor de la célula y de la altura de la nube de mucina

se realizé de forma simultdnea en 10 células seleccionadas también al azar.
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2.2.2 EVALUACION DE LA HUMECTABILIDAD SOBRE LA SUPERFICIE DE LENTES
DE CONTACTO DEL SUSTITUTO LAGRIMAL BASADO EN ALOE VERA E HPMC

2.2.2.1 DISENO DEL ESTUDIO

Con el objetivo de evaluar la capacidad de humectar la superficie de las lentes
de contacto de la solucion basada en Aloe vera e HPMC se realiz6 un estudio

experimental, prospectivo y de corte transversal.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico San Carlos de Madrid previo al comienzo del estudio y la realizacion fue
aprobada por las autoridades sanitarias correspondientes (AEMPS). Se siguieron los
requerimientos de la norma UNE — EN ISO 14155: 2011 Investigacion clinica de
productos sanitarios para humanos — Buenas practicas clinicas (UNE-EN ISO 14155,
2011) y los principios de la Declaracion de Helsinki de 1964, renovada y revisada por

tltima vez en el 2009 (Tognoni, 2009).

Las pruebas se llevaron a cabo en 30 ojos de 15 sujetos sanos con edades
comprendidas entre 18 y 35 afios y una media de 25,3 + 3,0 afios, en los que se evaluo
la humectacion sobre la superficie de lentes de contacto hidrofilicas antes y después de
la instilacion de la solucion control y de la solucién en fase de investigacion. El ratio

mujer/hombre fue 60/40.

Al igual que para el resto de estudios in vivo todas las pruebas se realizaron en
la Clinica de Optometria de la Facultad de Optica y Optometria, de la Universidad
Complutense de Madrid y con el objetivo de evitar posibles influencias diurnas en los

pardmetros evaluados, todas las medidas fueron realizadas en la misma franja horaria.

La sala en la que se realizaron las medidas se mantuvo en condiciones de
temperatura y humedad controlada (aproximadamente entre 24°C y 40% de humedad

relativa respectivamente) siguiendo los mismos criterios en todos los pacientes.
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Se incluyeron en el estudio 30 ojos de 15 sujetos sanos. Cada paciente utilizd
una lente de contacto de reemplazo diario hidrofilica o lente 1 (ocufilcon D) en un ojo y
una lente de contacto de hidrogel silicona o lente 2 (somofilcon A) en el ojo contralateral.
Todas ellas con una potencia diéptrica de -0.50 D. La seleccion del material adaptado
en cada ojo se realiz6 de forma aleatoria. Previo al comienzo del estudio todas las lentes

de contacto fueron equilibradas en solucion salina (NaCl 0.9%) durante 30 minutos.

Tabla 111.15.- Caracteristicas de las lentes de contacto utilizadas para la evaluacion de la

humectacion.

LENTE 1 BIOMEDICS 1 DAY EXTRA
Material 45% ocufilcon D y 55% de agua
Grupo ISO / FDA Hidrogel (Grupo 1V)
Fabricante Coopervision Inc
LENTE 2 CLARITY 1 DAY
Material 44% somofilcon A y 56% de agua
Grupo ISO / FDA Hidrogel de Silicona (Grupo V)
Fabricante Coopervision Inc

Después del porte de la lente de contacto durante 30 minutos para permitir la
estabilizaciéon de la pelicula lagrimal, se analizé la superficie de la lente in vivo con el
topégrafo corneal Medmont E300 (Medmont International, Melbourne, Australia)
mediante un sistema de videoqueratoscopia. Esta técnica no invasiva consiste en una
extension de la popular técnica estética para evaluar la topografia corneal y esta basada
en el analisis de la estructura de la imagen reflejada del disco de placido sobre la
superficie corneal o sobre la cara anterior de la lente de contacto. Si la superficie
presenta irregularidades, el rayo reflejado se desvia o se dispersa y la imagen adquirida
pierde su forma original de patrén de anillo. A través de la medida de la estructura del

patrén de anillo se puede estimar la calidad de la pelicula lagrimal.

El dispositivo Medmont E300 cuenta con un médulo especifico para analizar la
calidad de la pelicula lagrimal mediante el parametro TFSQ (Tear Film Surface Quality)
en funcién de la ruptura de la misma sobre la superficie ocular o sobre la superficie de

la lente de contacto. Los resultados pueden expresarse en funcién de la media del valor
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TFSQ o con el valor del area TFSQ, donde se muestra el porcentaje de la superficie
ocular o de la superficie de la lente de contacto dentro de la zona de los 7 mm centrales
donde se ha alcanzado el nivel umbral del TFSQ predefinido. La fiabilidad y repetibilidad
de esta técnica han sido descritas previamente en la literatura cientifica (Szczesna et
al., 2010) asi como su capacidad para la evaluacion de la deshumectacién de diferentes

materiales de lentes de contacto in vivo.

Figura lll.9.- Topdgrafo corneal Medmont E300 (Medmont International, Melbourne,

Australia)

Después de instruir al paciente para que parpadeara 2 veces consecutivas, se
tomo una topografia dinamica durante 20 segundos con el objetivo de registrar una
medida previa antes de la instilacion de ambas soluciones. A continuacion, el paciente
rellend el cuestionario VAS para valorar subjetivamente la calidad de la vision y la
comodidad en condiciones basales. Ademas, se realizé una valoracion de la agudeza

visual para diferentes niveles de contraste con el test ETDRS; alto contraste (100%) y
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bajo contraste (10%) en condiciones fotopicas siguiendo el mismo método descrito en
el apartado 2.2.1.6. con el objetivo de detectar cambios en la funcién visual justo

después de la instilacion de las soluciones con mas sensibilidad.

Tras rellenar el test, se instilo la solucién humectante en cada ojo y se realizaron
medidas con el topdgrafo en los minutos 1, 3, 5, 10, 20 y 30 después de la instilacién.
Los participantes fueron instruidos para centrar el enfoque en el objetivo de fijacion
central, parpadearon dos veces suavemente y luego suprimieron el parpadeo durante el

periodo de captura.

Con una velocidad de dos fotogramas por segundo (2 Hz) se capturé un video
de una duracion predeterminada de 20 segundos. Durante los tiempos libres entre cada

una de las medidas se aconsejo a los participantes que parpadearan con normalidad.

Una vez finalizada cada una de las medidas establecidas después de la
instilacion, cada sujeto realizé de nuevo el cuestionario VAS y se volvié a evaluar la
agudeza visual de alto y bajo contraste.

2.2.3 EVALUACION DEL EFECTO DE LA SOLUCION BASADA EN ALOE VERA E

HPMC SOBRE LA CONCENTRACION DE MOLECULAS PRO-INFLAMATORIAS EN
LA PELICULA LAGRIMAL

2.2.3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Tras la evaluacion de la seguridad y eficacia de la solucion en fase de
investigacion, se puso en marcha una investigacion clinica experimental, doble
enmascarada y aleatorizada con el objetivo de valorar la influencia de su uso sobre la

concentracion de marcadores inflamatorios en la superficie ocular.

Al igual que el estudio de seguridad y eficacia, esta investigacion se realiz6 de
acuerdo a la guia de buenas préacticas clinicas UNE - EN ISO 14155: 2011 Investigacion
clinica de productos sanitarios para humanos — Buenas practicas clinicas (UNE-EN I1ISO
14155, 2011) y los principios de la Declaracion de Helsinki (Tognoni, 2009). El protocolo

de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico San Carlos de
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Madrid antes del comienzo del estudio y la realizacion del mismo fue notificada a las

autoridades sanitarias correspondientes (AEMPS).

Del mismo modo que en el estudio de seguridad y eficacia, se aseguré el
cumplimiento de la ley 14/2007 de Investigacion Biomédica (Agencia estatal BOE 159,
2007). Todas las muestras recogidas en el presente estudio se utilizaron exclusivamente
para fines cientificos y una vez finalizada la investigacion fueron destruidas de acuerdo

a las pautas legales.

Todos los pacientes incluidos participaron voluntariamente en el estudio. El
reclutamiento al igual que en el resto de estudios incluidos en la fase in vivo se realizé
en la Clinica de Optometria de la Facultad de Optica y Optometria de la Universidad
Complutense de Madrid. Una vez explicada la naturaleza, los procedimientos utilizados
y los riesgos potenciales derivados de la investigaciéon clinica se obtuvo la firma del
consentimiento informado de cada uno de los pacientes antes del comienzo de la
investigacion. Ademas, todos ellos fueron informados de la posibilidad de abandonar el

estudio en cualquier momento y sin necesidad de justificacion.
Como criterios de inclusion en el estudio se establecieron los siguientes:

» Puntuaciéon mayor de 13 en el cuestionario Mcmonnies (McMonnies et
al., 1998).

= Entender y firmar el consetimiento informado.
Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

» Diagnéstico previo de patologias de la superficie ocular que pudieran
interferir con sintomatologia de sequedad ocular como queratocono,
distrofias corneales, etc...

» Embarazadas o mujeres en periodo de lactancia.

= Sujetos menores de 18 y mayores de 70 afios.
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= Pacientes con tratamiento previo con ciclosporina A tdpica o que usasen
en el momento del reclutamiento alguna lagrima artificial basada en
hialuronato sédico.

» Pacientes con tratamiento con farmacos sistémicos con efectos adversos
secundarios relacionados con sequedad ocular: antihistaminicos,

antidepresivos, anticonceptivos etc...

El nimero total de sujetos incluidos en el estudio fue de 20. Dentro de un rango
de edad de 38 a 66 afios y con una media de 51,9 £ 8,4 afios. El ratio mujer/hombre fue
de 60/40 respectivamente. Todos los pacientes reclutados completaron el estudio.
Todas las medidas se realizaron en ambos ojos antes de la instilacion y tras 1 mes y 3
meses utilizando la solucion en fase de investigacion y la solucién control. Se seleccioné
aleatoriamente que ojo se trataba con la solucién humectante y que ojo con la solucion

control.

El producto en investigacion fue suministrado como solucién estéril sin
conservantes en formato monodosis, conteniendo Aloe vera al 1.0% e HPMC al 0.2%
(Avizor S.A., Madrid, Espafia). Todos los pacientes recibieron solucion fisioldgica sin
conservantes (NaCl 0.9%) en formato monodosis en el ojo contralateral. Ambas
soluciones fueron suministradas con el mismo material de acondicionamiento
(aproximadamente 0.4 ml por ampolla monodosis) para garantizar la aleatorizacion y el
enmascaramiento doble de la investigacion. Los pacientes fueron instruidos para
instilarse entre 4 - 6 gotas diariamente. Se les asigno el tratamiento aleatoriamente
designando un cédigo para cada uno de los productos. El cumplimiento del tratamiento
fue confirmado a través de la devolucion de los productos de investigacion por parte de

todos los participantes.

Todas las medidas fueron realizadas en la Clinica de Optometria de la Facultad
de Optica y Optometria de la Universidad Complutense de Madrid. Al igual que para el

resto de estudios in vivo con el objetivo de evitar posibles influencias diurnas en los

133




parametros evaluados, todas las medidas fueron realizadas durante la misma franja

horaria.
2.2.3.2 ENSAYOS

El resumen de las puebas realizadas en el estudio sobre la evaluacion del efecto
sobre la concentracion de moléculas pro-inflamatorias se encuentra recogido en la tabla
1.16.

Tabla 111.16.- Pruebas realizadas en cada una de las visitas del estudio de
evaluacion de la concentracién de moléculas pro-inflamatorias.

VISITA1l VISITA2 VISITA3
PRE 1MES @ 3 MESES

Consentimiento informado "

Historia médicay ocular "
Sintomatologia (DEQ) - - -
Test de Schimer - - -
Tiempo de ruptura lagrimal (TFBUT) - - -
Biomicroscopia - - -
Concentracién Interleuquina - 18 - - -
Concentracién Interleuquina - 6 - - -
Concentracién Metaloproteinasa de matriz - 9 - - .

Con el objetivo de registrar los cambios en la sintomatologia de sequedad ocular
antes y después de la instilacién de la solucién en estudio, usamos el cuestionario DEQ
(Dry Eye Questionnaire) (Begley et al., 2001). Como se ha descrito anteriormente este
cuestionario revela la presencia de sintomatologia de sequedad e irritacion ocular, asi
como el grado y el momento del dia en que los sintomas son mas severos. Sus
caracteristicas se encuentran descritas en el apartado 2.2.1.6. Fue completado en las
tres visitas y cada uno de los participantes respondié individualmente y sin la
intervencion del investigador garantizando las pautas establecidas en el protocolo de

investigacion.

La evaluacién de la estabilidad, del volumen lagrimal y de la integridad de la

superficie ocular se realizé con el TFBUT, el test de Schirmer y mediante examen con
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lampara de hendidura siguiendo los mismos procedimientos descritos en el apartado

2.2.1.6.

Para la evaluacion de los niveles de las moléculas pro-inflamatorias MMP-9, IL-
1B e IL-6 en l&grima humana se utilizé la técnica ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay). El volumen lagrimal utilizado en el ensayo fue el recogido con la propia tira de
Schirmer durante un periodo de 5 minutos segun el procedimiento descrito en el

apartado 2.2.1.6.

Una vez completada la prueba de Schirmer, las tiras se congelaron
inmediatamente a -80 °C para el analisis posterior de cuantificacion de proteinas pro-
inflamatorias. Para la obtencién de la muestra de lagrima recogida, las tiras de Schirmer
se eluyeron con 500 pL de tampén fosfato salino y triton X-100 segun el procedimiento
descrito por Kramann y colaboradores (Kramann et al., 2011). El calculo de la
concentracion total de MMP-9, IL-18 e IL-6 se realiz6 con los siguientes kits comerciales
ELISA: Human MMP-9 Quantikine ELISA, Human IL-18 Quantikine ELISA, Human IL-6
Quantikine ELISA, todos ellos comercializados por R&D Systems (Vitro S.A. Madrid,
Espafia) teniendo en cuenta el volumen de lagrima recogido en cada uno de los

pacientes en la prueba de Schirmer.

Dichos kits cuentan con una sensibilidad de 0.156 ng/ml, 1 pg/ml y 0.7 pg/ml
respectivamente. Y con rangos de deteccion entre 0.3 — 20 ng/ml para MMP-9, 3.9 - 250

pg/ml para IL-18 y 3.1 — 300 pg/ml para IL-6.

Estos inmunoensayos son ELISAs de fase sélida disefiados para medir MMP-9
(proformas de 92 kDa y formas activas de 82 kDa), IL-1B e IL-6 (naturales y
recombinantes) humanas en sobrenadantes de cultivos celulares, saliva, suero y plasma
por medio de la técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico en sandwich. La
microplaca comercial de 96 pocillos se encuentra recubierta con anticuerpos especificos
para MMP-9, IL-18 e IL-6 humana en cada uno de los casos. Todos los ensayos fueron

realizados de acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el propio fabricante. Los
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reactivos y muestras se emplearon a temperatura ambiente y cada una de las muestras,

estandares y controles fueron analizados por duplicado.

El primer paso del procedimiento consistidé en afiadir en cada uno de los pocillos
100 pul del diluyente de ensayo incluido en los respectivos kits comerciales y 100 pl de
los estandares, controles y muestras para el ensayo de cuantificacion de MMP-9 e IL-6,
y 50 L del diluyente de ensayo y 200 pl de los estandares, controles y muestras para
la cuantificacion de la IL-1B; con el objetivo de que cada uno de los marcadores
inflamatorios se uniera especificamente a los anticuerpos inmovilizados en cada una de
las microplacas. Cada una de ellas se cubrié con un sellador proporcionado en el propio
kit comercial con el objetivo de ser incubadas a temperatura ambiente durante 2 horas
en un agitador orbital en el caso de la MMP-9 y sin agitacion para la IL-18 e IL-6. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron 4 lavados para eliminar las
sustancias no unidas empleando 400 pl del buffer de lavado en cada uno de ellos y se
agregaron 200 pl de conjugado con anticuerpos policlonales ligados a enzimas
especificos para MMP-9, IL-1B e IL-6 humanos respectivamente en cada una de las
placas. Se establecieron de nuevo periodos de incubacion de 1 hora para MMP-9 en el
agitador orbital, 1 hora para IL-1B (sin agitacién) y 2 horas para IL-6 (sin agitacién) en
todos los casos a temperatura ambiente. Tras el periodo de incubacidon se realizaron
otros cuatro lavados siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para eliminar el
reactivo enzima - anticuerpo no unido. Se agregaron 200 pl de solucién sustrato a los
pocillos y se incubaron cada una de las microplacas a temperatura ambiente y sin
agitacion durante 30 minutos (MMP-9) y 20 minutos (IL-1 e IL-6) protegiéndolas de la
exposicion a la luz. Durante este periodo de incubacion se desarrolla color en proporcion
a la cantidad de MMP-9, IL-1B e IL-6 unidas en el paso inicial. EI cambio en las
soluciones se produce de un tono incoloro a diferentes gradaciones de azul tras 30

minutos. El Ultimo paso para todos los ensayos consistio en detener el desarrollo de
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color agregando la solucion “stop” (H.SO4 1M) en cada uno de los pocillos para parar la

reaccion.

Figura Ill.10.- Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA).

Una vez terminado el proceso se procedio a leer la absorbancia a 450 nm en los
primeros 30 minutos después de finalizar el ensayo en el lector de placas Gen 5 (Biotek,
Winooski, VT, EEUU) ajustando la correccién de la longitud de onda a 540 0 570 nm. El
célculo de la concentracién en la muestra se obtuvo a partir de la correlacion lineal

realizada con el antigeno estandar frente a la absorbancia.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en esta memoria se representan como la media aritmética
* la desviacion estandar (media £ S.D) o como la media aritmética * error estandar de
la media (media + S.E.M). Todos los gréficos y el analisis estadistico se realizaron con

el programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU).

Se utilizaron diferentes técnicas para el andlisis en funcion de los grupos a
analizar y del tipo de prueba realizada. Para evaluar si las muestras cumplian la

normalidad se utilizé la prueba estadistica de Kolmogorov- Smirnov.

Después de comprobar si las variables estudiadas cumplieron la normalidad, se

realizaron diferentes comparaciones en funcion de los datos de origen. En el caso de
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los ensayos de viabilidad celular realizados en la fase in vitro, se hizo una comparacion
entre grupos independientes, por lo que se realizo el test estadistico paramétrico t de

Student para muestras independientes.

Para el caso del estudio de seguridad y eficacia realizado in vivo, se utilizé la
pruebat de Student para muestras pareadas, y cuando se evaluaron los cambios con el

tiempo, se realiz6 la prueba ANOVA para medidas repetidas.

Para los ensayos de humectacion in vivo se utilizé la prueba t de Student para
muestras pareadas con el objetivo de comparar cada tiempo con la medida basal y el

test ANOVA de una via para analizar la tendencia media del parametro TFSQ.

Por ultimo, la evaluacion de las diferentes medidas del estudio de biomarcadores
inflamatorios se realizé con el test no paramétrico de Wilcoxon para muestras pareadas

o bien el test t de Student para muestras pareadas.

En todos los ensayos in vivo se realiz6 el calculo del tamafio muestral con el
programa estadistico Granmo 6.0 asumiendo un riesgo alfa de 0.05, una potencia

estadistica del 80% y una relacién 1:1 entre grupos.

Los niveles de significacion establecidos para todos los ensayos han sido: (***)
p<0.001 (diferencia extremadamente significativa), (**) p<0.01 (diferencia muy
significativa), y (*) p<0.05 (diferencia significativa). Todos los niveles superiores a 0.05

se han tomado como no significativos (ns).
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V. RESULTADOS

1. ESTUDIOS IN VITRO

1.1 EVALUACION DEL PAPEL PROTECTOR DE UN SUSTITUTO LAGRIMAL CON
ALOE VERA E HPMC SOBRE CELULAS DE EPITELIO CORNEAL MEDIANTE
ENSAYOS MTT.

Tras la busqueda de nuevos componentes para sustitutos lagrimales que

tuvieran un efecto beneficioso sobre la superficie ocular, se seleccioné el Aloe vera en

base a las propiedades descritas en la introduccion.

Una vez elegido el componente, se establecieron una serie de experimentos para

seleccionar la concentracion que ofreciera un equilibrio entre seguridad y eficacia.

El primer experimento que se realizé fue el de determinar la concentracién de
Aloe vera que proporcionara un mayor efecto protector frente a la irritacion. Para ello,
se evalué la viabilidad celular en células de epitelio corneal de conejo inmortalizadas
(SIRC) incluyendo concentraciones crecientes de Aloe vera (0.5, 1, 2, 3y 5%) en una
férmula base compuesta por tampén boérax-bdrico, diferentes osmolitos y un 0.2% de
HPMC. Como control se utilizé solucién salina al 0.9% y la propia formula base. Todas

las soluciones empleadas se caracterizaron por ser férmulas libres de conservantes.

En la figura IV.1 se muestran los resultados obtenidos en la viabilidad celular a
los 10 minutos de exposicion al agente irritante, normalizados frente a la lagrima control,
es decir, la solucién base sin Aloe vera y sin la irritacion del DMSO. En ella se puede
comprobar cémo esta férmula base muestra un 7% mas de viabilidad celular que una
solucién salina y cémo se reduce en torno al 10% la viabilidad de las células al afiadir

el irritante DMSO en ambas soluciones.

Al comparar los resultados observados para las distintas concentraciones de
Aloe vera respecto a la lagrima control, la concentracion del 1% muestra el mayor

porcentaje de viabilidad celular. Se produce un aumento de un 15% y un 35% en la
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viabilidad celular frente a la misma solucion sin Aloe vera, en ausencia y en presencia

del irritante DSMO respectivamente.

La concentracion de Aloe vera del 2% también reporté una mejora sobre el

control aunque no tan acusada como la obtenida para la concentracién del 1%.

El resto de concentraciones de Aloe vera presentaron un comportamiento similar
al del sustituto lagrimal sin Aloe vera. Los valores de viabilidad celular descendieron
alrededor del 20% respecto a la formula base sin el agente irritante, a excepcion del

porcentaje del 0.5% con el que se observé una reduccion del 40%.
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Figura IV 1.- Valores de viabilidad celular de distintas concentraciones de Aloe vera tras

10 minutos de exposicidn al agente irritante DMSO.

El grafico muestra la viabilidad celular de distintas concentraciones de Aloe vera afiadidas a la base de un
sustituto lagrimal y sus respectivos controles tras 10 minutos de exposicion al agente irritante DMSO. Los
valores se expresan como porcentajes con respecto a la soluciéon humectante control sin Aloe vera

(férmula base) (media £ SD) ** p < 0.01; *** p <0.001. t de Student para muestras independientes.
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El andlisis de los resultados tras 60 minutos de exposicion al agente irritante
DMSO mostrado en la figura 1V.2, refleja que se produce un efecto similar de reduccion

de la viabilidad celular con las soluciones control (férmula base) y salina.

A diferencia de lo observado a los 10 minutos, la concentraciéon del 1% de Aloe
vera no muestra diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular si lo

comparamos con la férmula base después de una exposicion de 60 minutos a DMSO.

El resto de concentraciones muestran peores resultados, reduciendo la viabilidad

entre un 10% y un 40%.

VIABILIDAD CELULAR 60 MINUTOS

1%DMSO

ns

1004 —

VIABILIDAD CELULAR (%)

Figura IV.2.- Valores de viabilidad celular de distintas concentraciones de Aloe veratras

60 minutos de exposicién al agente irritante DMSO.

El grafico muestra la viabilidad celular de distintas concentraciones de Aloe vera afiadidas a la base de un
sustituto lagrimal y sus respectivos controles tras 60 minutos de exposicién al agente irritante DMSO. Los
valores se expresan como porcentajes con respecto a la solucion humectante control sin Aloe vera

(férmula base) (media £ SD) ns (no significativo). t de Student para muestras independientes.
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Tabla IV.1.- Valores de viabilidad celular de diferentes concentraciones de Aloe vera
afiadidas a un sustituto lagrimal y sus respectivos controles. Los valores se expresan
como porcentajes con respecto a la solucién base sin Aloe vera (formula base) (media +
SD).

Las comparaciones de efectividad, se realizan sobre la solucién base expuesta al agente irritante DMSO
(férmula base + 1% DMSO)

% VIABILIDAD CELULAR p % VIABILIDAD CELULAR P
10 MINUTOS (+SD) VALOR 60 MINUTOS (+SD) VALOR
Salina 93.8+55 0.078 103.4 + 1.4 <0.001
Férmula base 100.0 + 2.7 <0.05 100.0 + 2.6 <0.001
salina + 1% DMSO 80.0 + 3.4 0.995 75.0+23 <0.01
Formula base + 1%
OMSO 819426 | - 87.0+18 | -
Férmula base +
0.5% AV + 1% 61.4+6.3 <0.01 52.0+33 <0.001
DMSO
A 0,
SCmlE DEEE - L 1158 + 1.5 <0.05 89.9 + 4.0 0.835

AV + 1% DMSO

Férmula base + 2%
AV + 1% DMSO 105.9+2.1 <0.01 64.4 + 4.4 <0.001

Férmula base + 3%

AV + 1% DMSO 83.8+1.7 0.998 35.4+52 <0.001
Férmula base + 5%
AV + 1% DMSO 83.0+4.2 0.999 23.9+26 <0.001

1.2 ESTUDIO COMPARATIVO DEL PAPEL PROTECTOR DE UN SUSTITUTO
LAGRIMAL CON ALOE VERA E HPMC FRENTE AL DE DIFERENTES SUSTITUTOS
LAGRIMALES DISPONIBLES EN EL MERCADO

Una vez determinada la concentracion de Aloe vera mas adecuada para la
formulacion de la solucién humectante, se procedi6 a realizar una comparacion frente a
diferentes sustitutos lagrimales ya disponibles en el mercado con un uso previsto similar.
Los parametros fisico - quimicos de las soluciones comerciales utilizadas se encuentran

recogidos en la tabla IV.2.

Para facilitar la lectura, a partir de este momento el sustituto lagrimal con Aloe
vera al 1% e HPMC al 0.2% se citara de acuerdo al nombre Drop AV o como solucién

experimental.
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Tabla IV.2.- Parametros fisico-quimicos de la solucidon experimental y de las soluciones
comerciales utilizadas en el estudio comparativo del papel protector sobre células de

epitelio corneal de conejo de lalinea SIRC.

NOMBRE COMERCIAL COMPOSICION PH  OSMOLARIDAD VISCOSIDAD
?L%Z%VRC)@ ALOE VERA 1% + HPMC 0.2% | 7.1 270 10
A&”&'ﬁ;‘;)@ HPMC 0.3% 7.1 295 7
(Aﬂgféiﬁl) HPMC 0.32% 7.1 300 7
Y ALLERGAN) CMC 0.5% & =0 *
O?;\?_VL"J‘EFR”GSL\"'\T) ® HA 0.1% + CMC 0.5% 7.4 315 18
(Ool\fl’géﬂrg:';;ﬁ) HA 0.2% + HPMC 0.2% 7.0 310 20
H(ﬁ_?é‘i? HA 0.15% 6.8 205 3
(IAlf\JbGriétLi |I NC?) FA0.2% 2 - °
(ESTEVE) HA 0.4% o8 0 40
Systane hidratacion ® HA + HP-GUAR + PEG 400 = - o 270 20

(ALCON) 0.4% + PPG 0.3%
» 0,

sys(t:EeC (L)J:\’;;a ® HP GU/iRP; CF;’%% 3000 0.4% = g 280 10

HPMC - hidroxipropilmetilcelulosa; CMC - carboximetilcelulosa; HA hialuronato sédico; HP-GUAR —
hidroxipropilguar; PEG- polietilenglicol; PPG- polipropilenglicol.

Como se puede observar en la figura 1V.3, casi todos los sustitutos lagrimales
presentan un efecto protector en el cultivo celular a los 10 minutos de exposicion al
agente irritante DMSO, siendo Drop AV y Viscofresh 0.5% ® las que proporcionan
mejores resultados. Con ambas soluciones se produce un incremento estadisticamente
significativo en los porcentajes de viabilidad celular incluso al realizar la comparacién

frente al control no irritado (p < 0.05).

En el caso de la solucion humectante Drop AV el aumento de la viabilidad celular
es superior al del resto de sustitutos lagrimales pero sin diferencias estadisticamente
significativas frente a Viscofresh 0.5% ® (p > 0.05). El sustituto lagrimal con el que se

observo un peor comportamiento fue Artific ®.
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VIABILIDAD CELULAR 10 MINUTOS

1%DMSO
120+ "
< = L I
é ekk =
21004 || T || o]
. L &2 5
ml e o
O 80+
Q
<
g dedek
-
m 604
g
s
40 L] L) L] L] T T T T L] 1] L T T T
oON ©.© N Q7 S O oV &
IR A RO A SN A al
LR \‘I"Qfx* &P P O o‘*{v‘z\f‘
e’ v K S GO
OO O oy\r‘bég?’g?’ogé@
(e v \%\S\o‘” VPY ¥ AS
o SEE RO
& o O )
0‘\
(@)

Figura IV.3.- Valores de viabilidad celular tras 10 minutos de exposicion al agente irritante

DMSO para cada una de las solucions comerciales.

El grafico muestra la viabilidad celular de distintos sustitutos lagrimales comercializados, de la solucién
con 1% de Aloe vera + 0.2% HPMC y de sus respectivos controles tras 10 minutos de exposicion al
agente irritante DMSO. Los valores se expresan como porcentajes con respecto a la solucién control sin
Aloe vera (p valor respecto a CONTROL+ 1% de DMSO) (media = SD) ** p < 0.01; *** p <0.001. t de
Student para muestras independientes.

Los hallazgos tras 60 minutos de exposicién al agente irritante DMSO, mostraron
que Drop AV, Viscofresh 0.5% ® y Acuolens ® presentaban un efecto protector en el
cultivo de células epiteliales corneales estadisticamente significativo con respecto al
control irritado. En el caso de Drop AV y Viscofresh 0.5% ® se observo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) incluso al compararlos con el control no irritado.
El resto de lagrimas tienen un peor comportamiento llegando incluso a presentar valores
por debajo del control irritado como el caso de Artific ® con un porcentaje de viabilidad

del 78,3%.
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VIABILIDAD CELULAR 60 MINUTOS
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Figura IV.4.- Valores de viabilidad celular tras 60 minutos de exposicion al agente

irritante DMSO para cada una de las soluciones comerciales.

El grafico muestra la viabilidad celular de distintos sustitutos lagrimales comercializados, de la solucion
con 1% de Aloe vera + 0.2% HPMC y de sus respectivos controles tras 60 minutos de exposicion al
agente irritante DMSO. Los valores se expresan como porcentajes con respecto a la solucion control sin
Aloe vera (p valor respecto a CONTROL+ 1% de DMSO) (media + SD) * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p
<0.001. t de Student para muestras independientes.
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Tabla IV.3.- Valores de viabilidad celular a los 10 y 60 minutos para cada una de las

soluciones comerciales (p valor respecto a CONTROL + 1% DMSO) (media = SD).

VIABILIDAD

VIABILIDAD

NOMBRE ) p -
COMERCIAL COMPOSICION 10 MINUTOS VALOR 60 MINUTOS VALOR
(%) (%)
CONTROL MEM 100+15 | - 100+3.7 | -
CONTROL + 1%
DMSO MEM + 1% DMSO 81.4+6.0 | - 83.3+84 | -
Drop AV ALOE VERA 1% + HPMC
(AVIZOR) 0.2% 110.7 £3.3 <0.001 103.1+1.4 <0.001
Acuolens ®
(ALCON) HPMC 0.3% 98.4+25 <0.001 101.7+1.4 <0.001
Artific ®
(ANGELINI) HPMC 0.32% 62.1+2.4 <0.001 783+ 1.4 0.026
Viscofresh 0.5%
® (ALLERGAN) CMC 0.5% 108.2+2.4 <0.001 102.6 £1.9 <0.001
Optava Fusion ®
(ALLERGAN) HA 0.1% + CMC 0.5% 93.2+19 <0.001 91.1+1.1 0.001
Opticalm Plus ®
(OMEGA HA 0.2% + HPMC 0.2% 93.3+14 <0.001 945+34 <0.001
PHARMA)
Hyabak ®
(THEA) HA 0.15% 99.7£5.0 <0.001 97.9+3.3 <0.001
Lubristil ®
(ANGELINI) HA 0.2% 78.0 £10.3 0.245 92.3+1.7 <0.001
Visaid 0.2% ®
Visaid 0.3% ®
Aquoral ®
(ESTEVE) HA 0.4% 102.0 £ 10.2 <0.001 944+ 1.7 <0.001
Systane
hidratacion ® | 10 r HPCUAR Y PEG 893433 <0.001 952461  <0.001
(ALCON) 70 570
Systane Ultra ® HP-GUAR + PEG 400
(ALCON) 0.4% + PPG 0.3% 94.0 1.4 <0.001 93.3+3.0 <0.001

HPMC - hidroxipropilmetilcelulosa; CMC — carboximetilcelulosa; HA hialuronato sédico; HP-GUAR —

hidroxipropilguar; PEG- polietilenglicol; PPG- polipropilenglicol.
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2. ESTUDIOS IN VIVO

2.1 EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA

A continuacién se muestran los resultados obtenidos en el estudio de seguridad
y eficacia del sustituto lagrimal Drop AV, en el que fueron incluidos un total de 36
pacientes que cumplieron todos los criterios de inclusi6n mencionados en el apartado

de métodos 2.2.1.2.
2.1.1 FASE |: ESTUDIO DE SEGURIDAD Y EFICACIA A CORTO PLAZO

Todos los resultados obtenidos durante la fase | del estudio de seguridad y

eficacia se encuentran resumidos en la tabla 1V.4.

En términos de comodidad subjetiva (test VAS), el uso de la solucion
experimental mejoré significativamente los valores de confort 120 minutos después de

la instilacion.

El incremento observado fue desde valores medios de 69.9 + 23.2 después de
la instilacion del agente irritante a 82.9 + 16.5 tras la instilacibn de la solucion
experimental (p=0.009). La instilacion de la solucion control no implic6 mejoras
estadisticamente significativas (p=0.130) en las puntuaciones del test VAS con valores

de 66,1 + 23,7 al inicio y de 73,6 + 18,0 tras el uso de la solucién.
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COMODIDAD SUBJETIVA
VISUAL ANALOGUE SCALE (VAS)
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Figura IV.5.- Puntuacion de la valoracion de la comodidad subjetiva con el test VAS

(Visual Analogue Scale).

El grafico muestra la puntuacion del test VAS tras inducir la irritacion y 120 minutos después de la
instilacién de las soluciones control y experimental. ** p < 0.01; t de student para muestras pareadas.

Al evaluar la hiperemia conjuntival tras inducir la irritacién, no se produjeron

variaciones estadisticamente significativas con el uso de ninguna de las soluciones.

Con respecto al analisis de las células caliciformes conjuntivales (células
Goblet), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la densidad y
espesor celular entre la medida inicial y la medida 120 minutos después de la instilacion
de ambas soluciones (de 135.8 + 83.9 cél/mm? a 113.9 + 63.8 cél/mm? para la solucién

control y de 171.0 + 118.2 cél/mm? a 151.3 + 130.8 cél/mm? para la solucién Drop AV).
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(a) T=0 tras inducir irritacién (b) 120 minutos tras instilacion de la solucién
experimental

Figura IV.6.- Densidad de células Goblet obtenida con microscopia laser confocal

magnificacién 20x.

Sin embargo, al evaluar la altura de la nube de mucina, si se encontr6 un
descenso estadisticamente significativo después de inducir la irritacion y de instilar la
solucion experimental (de 2.7 £ 1.6 ym a 2.4 £ 1.3 ym para la solucién control y de 3.0

+1.9uma2.1+1.1pum para la solucion Drop AV).
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ALTURA DE LA NUBE DE MUCINA
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Figura IV.7.- Valores de altura de la nube de mucina (MCH).

El gréfico representa los valores de altura de la nube de mucina (MCH) en um en la visita previa 'y
después de la irritacion una vez transcurridos 120 minutos desde la instilacion de ambas soluciones.

*p <0.05. t de student para muestras pareadas.

Al realizar la comparacion de los valores de PIO se observo una disminucion
estadisticamente significativa con la solucion control (p=0.028). Sin embargo, no hubo

diferencias significativas tras la instilacion de la solucién experimental (p=0.217).

Por otro lado, la extension de las tinciones corneales mejoré significativamente
de valores de 2.4 £ 1.8 a 1.5 £ 1.3 después de la instilacién de la solucién control y de
22 +2.0al4+ 1.1 después de la instilacion de la solucion experimental (p=0.004 y

p=0.012 respectivamente).

Para el resto de parametros evaluados (AV, TFBUT, FO, test de Schirmer y
puntuaciones de tincién conjuntival) no se observaron variaciones estadisticamente

significativas. Ninguno de los pacientes report6 efectos adversos durante esta fase.
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TINCIONES CORNEALES
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Figura IV.8.- Grado de tinciones corneales.

El grafico muestra el grado de tinciones corneales en una escala de 0 a 4 (Escala de Efron) tras la
irritacion y una vez transcurridos 120 minutos desde la instilacién de ambas soluciones. * p<0.05; **
p<0.01. t de Student para muestras pareadas.
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Tabla IV.4.- Resumen de los resultados obtenidos en la Fase | del estudio de seguridad y
eficacia (media + SD).

EFICACIA

SEGURIDAD

VARIABLE

Comodidad subjetiva ;
(VAS)
(unidades; 0 - 100)

Hiperemia conjuntival
(unidades; 0 - 4)

Citologias de impresion
conjuntival:
= Densidad células Globet
(GCD) (cel/mm?)
= Altura nube mucina
(MCH) (pm)
= Espesor de células
Goblet (GCT) (um)

Agudeza visual (logMAR)

Presion intraocular (P10)
(mmHg)

Tiempo de ruptura
lagrimal
(TFBUT) (sec)

Volumen lagrimal
(test de Schirmer) (mm)

Tinciones conjuntivales
(unidades; 0 - 4)

Tinciones corneales
(unidades; 0 - 4)

TEST

Tras irritacion
Tras instilacién solucién

H. Bulbar tras irritacion
H. Bulbar 120 min tras solucién

H. Tarsal tras irritacion
H. Tarsal 120 min tras soluciéon

GCD previa
GCD 120 min tras solucién

MCH previa
MCH 120 min tras solucién

GCT previo
GCT 120 minutos tras solucion

Tras irritacion
120 min tras solucién

Previa
120 min tras solucién

Tras irritacion
60 min tras solucién

120 min tras solucién

Tras irritacion
120 min tras solucién

Tras irritacion
60 min tras solucién

120 min tras solucién

Tras irritacion
60 min tras solucién

120 min tras solucién
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SOLUCION
DROP AV
69.9 +23.2

82.9+16.5
p=0.009
0.8+0.7
0.6+0.6
p=0.105
14+09
1.3+09
p=0.163
171.0£118.2
151.3+130.8
p=0.498
3.0+1.9
21+1.1
p=0.025
49+22
41+14
p=0.123
-0.05 £ 0.09
-0.04 £0.11
p=0.712
10.6 +3.0
9.6+2.8
p=0.164
7147
58+4.4
p=0.118
52+25
p=0.060
11.7 +10.7
13.0+10.7
p=0.293
15+16
14+£17
p=0.651
11+1.4
p=0.119
2.2+20
15+13
p=0.008
14+11
p=0.012

SOLUCION
CONTROL
66.1+23.7

73.6 £18.0
p=0.130
0.9+0.6
0.7+0.6
p=0.056
1.3+0.6
1.2+0.7
p=0.083

135.8 £83.9

113.9+63.8
p=0.230
27+16
24+13
p=0.537
48+2.2
47+2.4
p=0.974

-0.02 £ 0.17

-0.03 £ 0.17
p=0.598
12.1+3.9
10.9+4.6
p=0.039
6.7+4.8
53+3.4
p=0.087
46+1.6
p=0.068

15.1+£12.0
124+9.4
p=0.108
1.1+15
0.8+1.2
p=0.331
0.7+1.2
p=0.210
24+18
21+1.3
p=0.202
15+13
p=0.004



2.1.2 FASE II: ESTUDIO DE SEGURIDAD Y EFICACIA A MEDIO PLAZO
2.1.2.1 VARIABLE PRINCIPAL DE EFICACIA

La variable principal de eficacia de esta fase del estudio fue la variacién en la

puntuacion del test DEQ de las preguntas relacionadas con irritacién ocular.

Se observd un descenso estadisticamente significativo en la frecuencia de
irritacion reportada por los pacientes tras el uso de ambas soluciones durante 1 mes con
variaciones de 2.1 £ 0.7 a 1.7 £ 0.9 puntos para la solucién control (p=0.021) y de 2.0 +

0.8 a 1.6 = 0.9 puntos para la solucion experimental (p=0.045).

Si se desglosa esta intensidad de irritacion segun el momento del dia, se puede
observar como no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
pregunta relativa a la intensidad de la irritacion durante la mafiana para ninguna de las

dos soluciones (p=0.461 y p=0.487 respectivamente).

Sin embargo si se observé un descenso significativo en la puntuacién sobre la
intensidad de la irritacion durante la tarde del DEQ con la solucion experimental siendo
2.9+1.0alinicioy 2.2+ 1.2 tras un mes de uso (p=0.045). En los pacientes que utilizaron
la solucién control no se encontaron variaciones significativas tras 1 mes de uso con

valoresde 2.7+1.0a 2.3 +£1.4 (p=0.121).

El andlisis de los resultados antes y después del uso de la solucién experimental
también mostr6 un descenso significativo en la valoracién del grado de molestia de
irritacién reportada por los pacientes antes y después del uso de la solucién Drop AV
con puntuaciones de 3.0+ 1.3a 2.5+ 1.4 (p=0.045). En cambio, para la solucion control
no se observaron diferencias estadisticamente significativas con puntuaciones de 2.9 +

1.0a2.5 + 1.6 (p=0.138).

157




2.1.2.2 EVALUACION DE LAS VARIABLES DE SEGURIDAD

Los resultados de la medida de las variables de seguridad se encuentran
recogidos en la tabla IV.5. Las diferencias fueron estadisticamente significativas para la
agudeza visual y sensibilidad al contraste para las frecuencias espaciales altas (18 cpg),
mejorando ligeramente los resultados después del uso de la solucién experimental. Las
variaciones en la agudeza visual fueron de -0.04 + 0.13 al inicio a -0.07 £ 0.14 LogMAR
a los 30 dias (p=0.008) y para la sensibilidad al contraste de 6.8 + 1.8 a 7.3 + 1.3 cpg

(p=0.011).

El volumen y la calidad de la pelicula lagrimal fueron evaluados con el test de
Schirmer y a través de la valoracion del tiempo de ruptura lagrimal (TFBUT). No se
observaron variaciones estadisticamente significativas en el volumen lagrimal con
ninguna de las dos soluciones. Sin embargo, los resultados del TFBUT reflejaron un
descenso significativo después de 1 mes de uso de la solucidon experimental, pasando

de 6.1 £4.6 a 4.9 + 4.1 segundos (p=0.038).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en el grado de tincion corneal
y conjuntival entre la visita inicial y la final para ninguno de los tratamientos. Al analizar
estadisticamente los valores obtenidos para la PIO, se verific6 cédmo aumentd
significativamente de 10.7 + 3.3 mmHg en la visita inicial a 12.3 + 4.0 mmHg después
de un mes de uso de la solucion control (p=0.042), sin embargo no se observaron
variaciones significativas en los sujetos que utilizaron la soluciéon experimental

(p=0.245).

La evaluacion oftalmoscopica antes y después de un mes utilizando las dos
soluciones no reflej6 variaciones relevantes. Ademas no se reportaron efectos adversos

durante esta fase.
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Tabla IV.5.- Resumen de los resultados obtenidos en la Fase Il del estudio de seguridad y

eficacia (media + SD).

VARIABLE NCIAL  1MES  VALOR

AV (LogMAR) -0.06 +0.11 -0.07 £0.11 p=0.704

PIO (mmHg) 10.7£3.3 12.3+4.0 p=0.042

VAS (unidades; 0-100) 67.2+22.1 69.8+17.9 p=0.322

TFBUT (segundos) 56+45 55+4.7 p=0.730

Schirmer (mm) 15.0+£9.8 14.9 £10.7 p=0.876

SOLUCION Tinci6n conjuntival 0.7+20 08+13 p=0.716
CONTROL (unidades; 0-4),

Eﬂfégggggi?', 14+13 09+1.0 p=0.147

3cpyg 6.1+1.0 6.4+1.2 p=0.360

Sensibilidad | 6 ¢cpg 6.6+1.2 6.7+ 1.0 p=0.822

Con{arlaste 12 cpg 69+13 7.2+1.0 p=0.257

18 cpg 6.9+1.2 73+13 p=0.148

AV (LogMAR) -0.04 +0.13 -0.07 +0.14 p=0.008

PIO (mmHg) 11.6+4.1 12.3+34 p=0.245

VAS (unidades; 0-100) 70.0 £22.0 74.4+17.9 p=0.111

TFBUT (segundos) 6.1+4.6 49+41 p=0.038

Schirmer (mm) 14.5 £ 10.5 14.6 £10.2 p=0.964

DROP AV Ti?&:}?ga%‘jegj;ug_ﬂ‘)’a' 09+13 14+13 p=0.209

Ilijr:ﬁ(ifarég;rg_eg 1817 14413 p=0.189

3 cpg 6.1+1.2 6.1+1.0 p=0.917

Sensibilidad | 6 cpg 6.7+1.3 6.9+ 1.1 p=0.316

con?rlaste 12 cpg 7214 73+1.2 p=0.734

18 cpg 6.8+1.8 73+13 p=0.011
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2.2 EVALUACION DE LA HUMECTACION IN VIVO DE LA SUPERFICIE DE LENTES
DE CONTACTO

Tras evaluar la seguridad y eficacia del producto, se propuso realizar un estudio
comparativo del efecto de la solucién experimental frente al de la solucién control sobre

la humectacioén de la superficie de lentes de contacto hidrofilicas.
2.2.1 EVALUACION DEL PARAMETRO TFSQ
2.2.1.1 MEDIA TFSQ

Los valores de la media TFSQ y la desviacién estandar con respecto a la medida
previa antes de instilar cada una de las soluciones se encuentran representados

graficamente en las figuras IV.9 y IV.10.

Se produjo un descenso estadisticamente significativo durante el primer minuto
en la media TFSQ para la solucién de estudio, tanto con la lente de contacto de hidrogel
(ocufilcon D) (Figura 1V.9) como con la lente de contacto de hidrogel silicona (somofilcon

A) (p <0.001) (Figura 1V.10).

En cambio, cuando se evalu6 este mismo parametro después de la instilacion de
la solucion control, los resultados mostraron el efecto contrario. Se observd una
tendencia a la deshumectacion de la superficie de la lente de contacto, siendo
significativa hasta los 5 minutos (p = 0.001) y entre los 20 y los 30 minutos en el caso
de la lente de hidrogel (p < 0.001) (Figura IV.9). En el caso de la lente de hidrogel
silicona durante los primeros 3 minutos no se vieron variaciones relevantes, sélo se
observéd una mejora estadisticamente significativa a los 5 y a los 30 minutos (p=0.028 y

p=0.002 respectivamente) (Figura 1V.10).
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Figura IV.9.- Representacion del % de la media TFSQ para la lente de contacto de
hidrogel.

El grafico muestra el % de la media TFSQ para la lente de contacto de hidrogel en cada uno de los
tiempos con respecto a los valores basales (media + SD). Para el célculo del p valor, se realizé el test t-
Student para muestras pareadas con el objetivo de comparar cada tiempo con la medida basal, asi como
el test ANOVA de una via para la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucién. ** p valor <
0.01; *** p valor < 0.001 para solucion control; + p valor < 0.05; +++ p valor < 0.001 para solucién Drop
AV.
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Figura IV.10.- Representacion del % de la media TFSQ para la lente de contacto de

hidrogel silicona.

El grafico muestra el % de la media TFSQ para la lente de contacto de hidrogel silicona en cada uno de
los tiempos con respecto a los valores basales (media + SD). Para el calculo del p valor, se realizo el test
t- Student para muestras pareadas con el objetivo de comparar cada tiempo con la medida basal, asi
como el test ANOVA de una via para la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucién. * p
valor < 0.05; ** p valor < 0.01 para solucién control; + p valor < 0.05; +++ p valor < 0.001 para solucién
Drop AV.

2.2.1.2 AREA TFSQ

La valoracion del parametro Area TFSQ y la desviacion estandar con respecto a
la medida basal antes de instilar cada una de las soluciones se encuentran

representados graficamente en las figuras 1V.11y IV.12.

Se observé un descenso estadisticamente significativo en el primer minuto en
el parametro area TFSQ para la solucién de estudio, tanto con la lente de contacto de
hidrogel (ocufilcon D) (Figura IV.11) como con la lente de contacto de hidrogel silicona
(somofilcon A) (p < 0.001) (Figura 1V.12).

Cuando se evalu¢ el efecto sobre este pardmetro de la instilacion de la solucion
control, los resultados mostraron una tendencia al aumento del &rea deshumectada en
la lente de hidrogel con diferencias estadisticamente significativas a los 3, 5, 20 y 30

minutos (p=0.048; p=0.001; p=0.001; p< 0.001 respectivamente) (Figura 1V.11). En el
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caso de la lente de contacto de hidrogel silicona el efecto de la solucion control fue méas
similar al observado para la solucién de estudio, observando Unicamente a los 20

minutos pérdida de humectacion (p=0.024) (Figura IV.12).
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Figura IV.11.- Representacion del % de la Area TFSQ para la lente de contacto de
hidrogel.
El grafico muestra el % del Area TFSQ para la lente de contacto de hidrogel en cada uno de los tiempos
con respecto a los valores basales (media + SD). Para el calculo del p valor, se realiz6 el test t- Student
para muestras pareadas con el objetivo de comparar cada tiempo con la medida basal, asi como el test
ANOVA de una via para la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucion. * p valor < 0.05; **
p valor < 0.01; *** p valor < 0.001 para solucion control; + p valor < 0.05; +++ p valor < 0.001 para solucion
Drop AV.
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Figura IV.12.- Representacion del % del Area TFSQ para la lente de contacto de hidrogel

silicona.

El grafico muestra el % del Area TFSQ para la lente de contacto de hidrogel silicona en cada uno de los
tiempos con respecto a los valores basales (media + SD). Para el célculo del p valor, se realizé el test t-
Student para muestras pareadas con el objetivo de comparar cada tiempo con la medida basal, asi como
el test ANOVA de una via para la evaluacién de la tendencia en el tiempo para cada solucion. * p valor <

0.05; ** p valor < 0.01 para solucién control; +++ p valor < 0.001 para solucion Drop AV.

Los mapas colorimétricos obtenidos durante la valoracion de la humectacion in
vivo de la superficie de los dos tipos de lentes de contacto hidrofilicas se encuentran

recogidos en la figura IV.13.
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Figura IV.13.- Mapas de color de indice TFSQ tomados en cada uno de los tiempos de
andlisis con lalente de contacto de hidrogel (a) e hidrogel silicona (b).
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2.2.1.3 CUESTIONARIO VAS

La valoracion del confort con el test VAS tras la instilacion de la solucion
experimental mostré una mejora estadisticamente significativa desde los 3 hasta los 30
minutos (p=0.038; p=0.049; p=0.010 y p=0.049 respectivamente) con la lente de
contacto de hidrogel (Figura IV.14). Aunque también se observé una tendencia a la
mejora con la lente de contacto de hidrogel silicona respecto a los valores previos antes
de instilar la solucidn, la variacion solo fue estadisticamente significativa a los 30 minutos

(Figura IV.15).

Por el contrario, los resultados tras la instilacién de la solucién control mostraron
un descenso significativo de la comodidad percibida por el paciente entre los 5 y los 20
minutos para la lente de contacto de hidrogel (ocufilcon D) (p=0.015; p=0.031; p=0.040)
(Figura IV.14) y a los 3 y 10 minutos con la lente de contacto de hidrogel silicona

(somofilcon A) (p=0.026; p=0.016 respectivamente) (Figura IV.15).
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Figura IV.14.- Representacion de la puntuacion del test VAS para la lente de contacto de

hidrogel.

El gréfico representa la puntuacion del test VAS antes y después de la instilacion de la solucion control y

de la solucién experimental en la lente de contacto de hidrogel (ocufilcon D) (media + SD). Para el célculo

del p valor, se realiz6 el test t de student para muestras pareadas con el objetivo de comparar la

puntuacion en cada tiempo con respecto a los valores basales, asi como el test ANOVA de una via para

la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucion. * p valor < 0.05; para solucién control; + p

valor < 0.05 para solucién Drop AV.
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Figura IV.15.- Representacion de la puntuacién del test VAS para la lente de contacto de

hidrogel silicona.

El gréafico representa la puntuacion del test VAS antes y después de la instilacion de la solucion control y
de la solucién experimental en la lente de contacto de hidrogel silicona (somofilcon A) (media + SD). Para
el célculo del p valor, se realizé el test t de student para muestras pareadas con el objetivo de comparar la

puntuacion en cada tiempo con respecto a los valores basales, asi como el test ANOVA de una via para

la evaluacién de la tendencia en el tiempo para cada solucion. * p valor < 0.05; para solucién control;
+ p valor < 0.05 para solucién Drop AV.

2.2.1.4 AGUDEZA VISUAL
2.2.1.4.1 AGUDEZA VISUAL DE ALTO CONTRASTE

Los resultados de la valoracién de la agudeza visual de alto contraste después
de la instilacién de la solucién control mostraron un empeoramiento significativo con la
lente de contacto de hidrogel desde los 3 hasta los 20 minutos (p=0.046; p=0.009;
p=0.001; p=0.001 respectivamente). Sin embargo, no se observaron variaciones
estadisticamente significativas tras la instilacién de la solucion de estudio para ninguno

de los tiempos (Figura IV.16).
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AGUDEZA VISUAL ALTO CONTRASTE
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Figura IV.16.- Representacion de los valores de agudeza visual de alto contraste para la
lente de contacto de hidrogel.
El grafico muestra los valores de agudeza visual de alto contraste antes y después de la instilacion de la
solucién control y de la solucion experimental en la lente de contacto de hidrogel (ocufilcon D) (media +
SD). Para el célculo del p valor, se realizé el test t de student para muestras pareadas con el objetivo de
comparar los valores en cada tiempo con respecto a los valores basales, asi como el test ANOVA de una
via para la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucidn. * p valor < 0.05; ** p valor < 0.01
para solucién control; + p valor < 0.05 para solucién Drop AV.

En el caso de la lente de contacto de hidrogel silicona aunque si se observo la
misma tendencia al empeoramiento tras la instilacion de la solucién control, las
diferencias solo fueron estadisticamente significativas a los 30 minutos (p=0.014).
Cuando se realizé la instilacion de la solucion experimental si se observd una ligera
mejora en la agudeza visual de alto contraste en los primeros minutos siendo

estadisticamente significativa a los 3 minutos (p=0.011) (Figura IV.17).
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Figura IV.17.- Representacion de los valores de agudeza visual de alto contraste

paralalente de contacto de hidrogel silicona.

El gréafico representa los valores de agudeza visual de alto contraste antes y después de la instilacion de
la solucion control y de la solucidén experimental en la lente de contacto de hidrogel silicona (somofilcon A)
(media + SD). Para el calculo del p valor, se realiz6 el test t de student para muestras pareadas con el
propésito de comparar los valores en cada tiempo con respecto a los valores basales, asi como el test
ANOVA de una via para la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucién. * p valor < 0.05
para solucién control; + p valor < 0.05 para solucién Drop AV.

2.2.1.4.2 AGUDEZA VISUAL DE BAJO CONTRASTE

En el caso de la evaluacién de los valores de agudeza visual de bajo contraste
a diferencia de lo ocurrido para alto contraste, se observd un empeoramiento
significativo durante los primeros 5 minutos tras la instilacion de la solucién experimental
con la lente de contacto de hidrogel (p< 0.001) (Figura IV.18). El comportamiento fue
similar para la lente de contacto de hidrogel silicona donde se observaron diferencias
estadisticamente significativas tras un minuto (p= 0.008) y entre los 10 y 30 minutos (p=
0.003; p=0.042; p<0.001) (Figura IV.19). En el caso de la solucion control sélo se
observo un empeoramiento significativo a los 10 minutos para la lente de contacto de
hidrogel (p=0.019) (Figura 1V.18). Y al contrario de lo esperado, tuvo lugar una mejora

al minuto y a los 5 minutos de la instilacion sobre la lente de contacto de hidrogel silicona

(p=0.007; p=0.003 respectivamente) (Figura IV.19).
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AGUDEZA VISUAL BAJO CONTRASTE
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Figura IV.18.- Representacidn de los valores de agudeza visual de bajo contraste para la
lente de contacto de hidrogel.

El grafico muestra los valores de agudeza visual de bajo contraste antes y después de la instilacion de la
solucién control y de la solucion experimental en la lente de contacto de hidrogel (ocufilcon D) (media
SD). Para el célculo del p valor, se realizo el test t de student para muestras pareadas con el propésito de
comparar los valores en cada tiempo con respecto a los valores basales, asi como el test ANOVA de una
via para la evaluacién de la tendencia en el tiempo para cada solucion. * p valor < 0.05 para solucion
control; +++ p valor < 0.001 para solucién Drop AV.
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Figura IV.19.- Representacidn de los valores de agudeza visual de bajo contraste para la
lente de contacto de hidrogel silicona.

El grafico muestra los valores de agudeza visual de bajo contraste antes y después de la instilacion de la
solucién control y de la solucion experimental en la lente de contacto de hidrogel silicona (somofilcon A)
(media + SD). Para el calculo del p valor, se realiz6 el test t de student para muestras pareadas con el
propésito de comparar los valores en cada tiempo con respecto a los valores basales, asi como el test
ANOVA de una via para la evaluacion de la tendencia en el tiempo para cada solucién. ** p valor < 0.01

para solucién control; + p valor < 0.05; ++ p valor < 0.01; +++ p valor < 0.001 para solucién Drop AV.
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2.3 EVALUACION DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EN LA PELICULA
LAGRIMAL

Un total de 20 pacientes con sintomatologia de sequedad e irritacion ocular
participaron voluntariamente en el estudio del efecto de la solucién experimental sobre

la concentracién de moléculas pro-inflamatorias en la superficie ocular.

Como se recoge en la tabla IV.6, los ojos que fueron tratados con la solucion
experimental mostraron menos frecuencia en la sensacion de irritaciéon y de sequedad
después de 1 y 3 meses de tratamiento que los ojos tratados con la solucién control

(p<0.05).

Tabla IV.6.- Cambios en la frecuencia e intensidad en la sintomatologia de sequedad e
irritacién durante 3 meses de tratamiento con la solucion control y la solucién

experimental. Media + SD. *p < 0.05; **p < 0.01.

PARAMETRO SOLUCION PRE 1MES 3MESES PVALOR
. Control 21+07 2009 1.8+09 p=0.190
Frecuencia sequedad
Drop AV 24+07  19%09 1.6+0.9 p=0.005
) . Control 1.7+£14 21410 18%13 p=0.168
Intensidad sequedad (mafiana)
Drop AV 16+12 21+09 16+1.1 p=0.557
. Control 22+14 | 2413 20x12 p=0.246
Intensidad sequedad (tarde)
Drop AV 24+14  22+11 19+1.2 p=0.067
o Control 21+16 | 1.8+x07  1.7+08 p=0.197
Frecuencia irritacion
Drop AV 20+£08  1.4=x07 1.3+0.7 p=0.01
) o . Control 12+09 19+12 1911 p=0.003
Intensidad irritacion (mafiana)
Drop AV 13+08 16+%1.2 1.7+0.9 p=0.127
) o Control 17+12 23+12 1811 p=0.135
Intensidad irritacion (tarde)
Drop AV 18+11 22x10 18+1.1 p=0.479
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Tras evaluar los resultados obtenidos para el test de Schirmer no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, si se registré un incremento
estadisticamente significativo en el valor del TFBUT de 6.7 + 2.4 segundos en la visita
inicial a 10.5 + 4.9 segundos en la visita final para el ojo tratado con la solucion

experimental (p = 0.002) (Tabla IV.7).

Tabla IV.7.- Resultados del volumen y estabilidad lagrimal valorados con el test de
Schirmer y con el TFBUT para la solucién control y la solucion experimental (media + SD).
*p <0.05; *p <0.01.

PARAMETRO SOLUCION PRE 1 MES 3MESES P VALOR
Test de Schirmer Control 15.2+10.8 154+94 @ 17.4+938 0.277
(mm) Drop AV 141+91 150+108 159+11.4 0.432
TEBUT Control 71+1.7 75+3.7 8.3+3.2 0.237
(segundos) Drop AV 6.7+2.4 8.0+24 10.5+ 4.9 0.002

Finalmente, la evaluacion del efecto de las diferentes soluciones sobre la
concentracion de moléculas pro-inflamatorias MMP-9, IL-18 e IL-6 en la pelicula lagrimal
mostrd una disminucién estadisticamente significativa para la MMP-9 de 29.9 £ 23.2 a
11.4 +13.1 ng/ml (p=0.002) después de 1 mesy a 18.2 + 22.4 ng/ml (p=0.04) en la visita
final a los 3 meses, en los o0jos que recibieron la solucion experimental (Figura 1V.20).
No se observaron cambios significativos para la solucion control (p=0.636 y p=0.430 al

mes y a los 3 meses respectivamente).
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Figura IV.20.- Niveles de metaproteasa de matriz - 9 (MMP-9).

El grafico muestra los niveles de MMP-9, al inicio, al mes y a los tres meses para la solucién control y la
solucion experimental respectivamente (media = SD); *p < 0.05; ** p < 0.001. t de Student para muestras

pareadas.

No se observaron variaciones estadisticamente significativas en los niveles de
interleuquina -1 después de cualquiera de los tratamientos en ninguna de las visitas
realizadas (visita 1 mes p = 0.587 y p=0.699; visita 3 meses p=0.605 y p=0.783 solucion

experimental y control respectivamente) (Figura 1V.21).
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Figura IV.21.- Niveles de interleuquina -18 (IL-1B).
El grafico muestra los niveles de IL-183, en la visita inicial, al mes y a los tres meses en la visita final para
la solucién control y la solucién experimental respectivamente (media + SD); t de student para muestras
pareadas.

Sin embargo, al analizar los niveles medios en la pelicula lagrimal de la
interleuquina — 6 se observé un descenso significativo en la visita final para la solucion
experimental con variaciones de 11.9 = 13.7 pg/ml a 10.78 + 10.0 pg/ml después de 1

mes (p=0.784) y 4.7 £ 4.4 pg/ml a los 3 meses (p=0.003) (Figura 1V.22).
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Figura IV.22.- Niveles de interleuquina - 6 (IL-6).
El gréfico representa los niveles de IL-6, en la visita inicial, al mes y a los tres meses para la solucion
control y la solucién experimental respectivamente (media £ SD);** p < 0.01 t de student para muestras
pareadas.
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V. DISCUSION

El principal objetivo de la presente tesis doctoral ha sido el desarrollo y la
evaluacién de la seguridad y eficacia de un sustituto lagrimal basado en Aloe vera e
HPMC. En ella se describen los diferentes estudios realizados in vitro con el objetivo de
determinar la concentracion mas efectiva de Aloe vera para la proteccion frente a la
irritacién ocular e in vivo con el objetivo de evaluar la seguridad y eficacia y para la

inclusion de nuevas aplicaciones en el uso previsto del producto.

1. ESTUDIOS IN VITRO

1.1 EVALUACION DEL PAPEL PROTECTOR DE UN SUSTITUTO LAGRIMAL
BASADO EN ALOE VERA E HPMC SOBRE CELULAS DE EPITELIO CORNEAL DE
LA LINEA SIRC

Se disefiaron varias etapas, siendo la primera la valoracién de la viabilidad de un
cultivo de células de epitelio corneal de la linea SIRC después de afiadir soluciones con
diferentes concentraciones de extracto de Aloe vera y 0.2% de HPMC, para la
evaluacioén del posible efecto protector frente a la irritacion ocular. Este ensayo se realizo
simulando la instilacién de una férmula base control de caracteristicas similares a las de
sustitutos lagrimales ya comercializados e incorporando concentraciones crecientes de
extracto de Aloe vera. Una vez afadidas las diferentes formulas en los cultivos, se
procedi6 a inducir irritacion adicionando una concentracion conocida del agente irritante
DMSO.

Como se ha descrito con anterioridad, una de las pruebas mas extendidas para
la evaluacién de la citotoxicidad en cultivos celulares es el ensayo colorimétrico MTT 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-difenil tetrazolio bromuro. Esta prueba consiste en la
evaluacion de la viabilidad de un cultivo celular a través de la cuantificacion de su
actividad metabdlica, siendo la sefial generada directamente proporcional al nimero de
células viables presentes en el cultivo. Entre los riesgos potenciales en este tipo de

ensayos esta la falta de correlacion entre los resultados observados in vitro y lo que
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sucede en los modelos in vivo. Por tanto para la obtencion de una evaluacién apropiada
uno de los requerimientos fue una seleccion adecuada de la linea celular a utilizar.

Para la realizacion de este estudio se selecciond la linea celular corneal epitelial
inmortalizada SIRC. Esta linea celular se utiliza con frecuencia en la realizacion de
ensayos de irritacion ocular in vitro por su capacidad de perpetuarse indefinidamente
(Ayaki et al., 2011; Takahashi et al., 2010, 2008). Ademas, su uso también ha sido
descrito en el estudio de diferentes modelos de cicatrizacion del epitelio corneal
(Mediero et al., 2011).

Las caracteristicas del epitelio corneal de conejo son muy similares a las del
epitelio corneal humano y por tanto la linea celular SIRC es un modelo muy adecuado
para extrapolar los resultados observados a lo que sucederia en la superficie ocular de
los usuarios después de instilar la solucién experimental (Berry and Easty, 1993; Gilbard
et al., 1984).Tanto el epitelio corneal de conejo como el epitelio corneal humano estan
formados por entre 6 y 8 capas de células diferenciadas en tres estratos principales: el
mas superficial formado por entre 2 y 3 capas de células totalmente diferenciadas, que
se encuentran en contacto directo con el fluido lagrimal y son denominadas células
superficiales 0 escamosas, un estrato intermedio con una bicapa de células aladas,
denominadas asi por las prolongaciones que presentan; y finalmente la monocapa basal
o de anclaje que constituye el estrato de metabolismo mas activo y esta formada por
células de morfologia columnar en constante division.

En la presente investigacion, se evalué la viabilidad celular con un sustituto
lagrimal con diferentes concentraciones de Aloe vera tras una exposicion al agente
irritante DMSO durante 10 y 60 minutos. Los resultados observados confirman lo
reportado en investigaciones previas sobre el efecto favorable del Aloe vera en la
superficie ocular (Mandal et al., 2017; Pinto-Fraga et al., 2015).

El tiempo de residencia de los sustitutos lagrimales en el ojo es limitado debido
al continuo intercambio lagrimal que tiene lugar en la superficie ocular. La accion ciclica

del parpadeo es el mecanismo principal que facilita el drenaje de la pelicula lagrimal
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hacia los canaliculos lagrimales (Doane, 1981). Cuando la solucién humectante que
instilamos tiene una viscosidad similar a la de la pelicula lagrimal, aproximadamente
entre 1 — 2 cP (Zhu and Chauhan, 2008), el tiempo de permanencia estimado en la
superficie ocular no supera los 5 minutos. Por tanto, los ingredientes incluidos en las
formulaciones presentan un tiempo de contacto limitado con las células del epitelio
corneal y conjuntival. La inclusibn de agentes viscosizantes en la férmula aumenta
ligeramente la viscosidad proporcionando un mayor tiempo de residencia de la solucion
en la superficie ocular. A fin de incrementar el confort y evitar molestias como la
borrosidad, cuando se busca un alivio de la sintomatologia de sequedad e irritacion leve
0 moderada, se proponen valores de viscosidad ligeramente superiores a los de la
pelicula lagrimal para la mayoria de estos productos.

Para la solucién objeto de este estudio se propuso una viscosidad aproximada
de 10 cP, por lo que se estim6 que el tiempo de permanencia del sustituto lagrimal en
la superficie ocular estaria en torno a 10 minutos. Teniendo en cuenta esta informacion,
se considerd que para evaluar la citotoxicidad de la solucién simulando un modelo lo
mas reproducible posible a lo que sucederia en la superficie ocular debiamos observar
el efecto a corto plazo justo después de instilar la solucién y el efecto a largo plazo,
teniendo en cuenta el tiempo maximo de permanencia de restos de ingredientes de la
solucion en la superficie ocular.

Muchas de las soluciones humectantes presentes en el mercado también estan
destinadas a ser instiladas en presencia de lentes de contacto. Cuando se instila la
solucion en la superfie ocular para facilitar la inserciébn o durante el porte de lentes de
contacto de materiales hidrofilicos, la lente actia como reservorio reteniendo gran parte
del volumen entre la cara interna de la lente y la superficie ocular y absorbiendo una
parte de la solucion instilada. Algunos autores han descrito que las caracteristicas y el
contenido en agua de la lente hacen que el recambio completo de la soluciébn que
absorbe se produzca en aproximadamente una hora por lo que el tiempo de residencia

en la superficie ocular podria ser més prolongado en este tipo de usuarios (Mann and
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Tighe, 2013; Muntz et al., 2015; Paugh et al., 2011). Teniendo en cuenta este fenémeno,
se propuso la medida de la viabilidad del cultivo celular a los 60 minutos de exposicion
para contemplar lo que sucederia cuando el tiempo de residencia de la solucion en la
superficie ocular es prolongado.

Tras el ensayo, salvo la solucibn con 0.5% de Aloe vera, el resto de
concentraciones testadas, mostraron porcentajes de viabilidad celular superiores, en el
caso del 1% y 2%, o similares, para el 3% y el 5%, a los que se obtuvieron con el control
con el agente irritante DMSO al 1%. Estos resultados indican que a los 10 minutos el
porcentaje de Aloe vera del 1%, no solo impide la pérdida de viabilidad celular, sino que
proporciona un factor de proteccién, al mejorar la actividad metabdlica de las células
epiteliales.

Sin embargo, al evaluar la viabilidad celular a los 60 minutos de exposicion, los
resultados variaron considerablemente. Aunque el patrén de comportamiento fue
similar, los porcentajes de viabilidad celular disminuyeron considerablemente para todas
las concentraciones ensayadas. En el caso de la concentracion del 1% aunque se
observo un ligero incremento en torno al 3%, 89.9% + 4.0% frente a 87.0% + 1.8% de
viabilidad celular, las diferencias no fueron estadisticamente significativas con respecto
a las observadas para la lagrima con 1% de DMSO. Para el resto de concentraciones
ensayadas la viabilidad celular disminuy6 considerablemente con respecto a lo obtenido
para la lagrima sin Aloe vera con un 1% de DMSO, con valores por debajo del 65% y
alcanzando incluso el 23% de viabilidad celular para la concentracion del 5% de Aloe
vera. Este efecto puede deberse a la ausencia de los componentes basicos de un medio
de cultivo necesarios para la supervivencia de las células o a las caracteristicas que le
confiere a la solucion la adicion de concentraciones superiores del propio extracto.
Parece que la concentracion del 1% de Aloe vera pierde su capacidad protectora a los
60 minutos pero no produce mas efectos adversos que la lagrima que no lo incluye.

Como se ha demostrado en estudios previos, el Aloe vera no es citoxico para

células epiteliales corneales (Green et al.,, 1996). Si comparamos los resultados
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obtenidos con los de otros investigadores, previamente Curto y colaboradores evaluaron
el efecto in vitro sobre la viabilidad de células epiteliales corneales de diferentes
concentraciones de Aloe vera asi como en la cicatrizacion y en la modulacién de la
actividad de la colagenasa. El extracto de Aloe vera usado en su estudio es de
caracteristicas similares al utilizado en la formula experimental. En dicho estudio, los
porcentajes de viabilidad celular reportados fueron desde el 92% al 162% con una media
del 110% después de una hora de exposicion a las diferentes soluciones con Aloe vera.
Las concentraciones seleccionadas estuvieron comprendidas en un intervalo entre 0 y
2000 pg/ml, incluyendo valores similares a los que se han utilizado en este estudio. Los
valores de viabilidad celular reportados por estos autores permanecieron por encima del
90% después de la incubacién con solucion de Aloe vera en concentraciones de hasta
250 pg/mllo que esta en linea con los resultados reportados en esta investigacion (Curto
et al., 2014). Por otro lado, investigaciones realizadas por Wozniak y colaboradores no
encontraron efectos citotéxicos del Aloe vera tras una exposicion de 24 horas a extractos
fabricados con diferentes alcoholes (etanol, acetato de etilo y heptano). Aunque el
tiempo de exposicién y el método utilizado para la fabricacion del extracto guarda
diferencias considerables con el del extracto de Aloe vera empleado en este estudio,
para todos los casos los porcentajes de viabilidad celular fueron superiores al 85% con
concentraciones entre 25 y 125 pg/ml, valores muy similares a los utilizados en la
presente investigacion (Wozniak and Paduch, 2012).

Ademds, nuestros resultados estan en linea con lo observado en estudios
previos realizados por el grupo de investigacion, donde se evaluo6 el efecto citotoxico de
soluciones destinadas al mantenimiento de lentes de contacto enriquecidas con
diferentes concentraciones de Aloe vera, buscando un posible efecto protector sobre la
superficie corneal frente a los agentes conservantes (Pintor et al., 2014). Al igual que en
esta investigacion el estudio reveld que incorporando un 1% de Aloe vera a la solucion
de mantenimiento de lentes de contacto, se produce un incremento significativo en la

viabilidad de las células epiteliales corneales sobre los valores sin ningun tratamiento.
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A diferencia de lo evaluado en esta investigacién, los resultados obtenidos Unicamente
representan el efecto a los 60 minutos de exposicién. Ademas sélo se observaron
efectos citotoxicos tras este periodo con la concentracién del 5% de Aloe vera,
registrando porcentajes de viabilidad en torno al 60%, muy por debajo de los valores
obtenidos para el resto de concentraciones.

Al contrario de lo que ocurre con los sustitutos lagrimales, en las soluciones
destinadas al mantenimiento lentes de contacto es necesario que esté presente un
agente que actle como conservante y desinfectante. La toxicidad en este tipo de
soluciones suele estar asociada al mecanismo de accion de estos compuestos, que
interaccionan con lipidos, proteinas y glucoproteinas presentes en la membrana celular
de los microorganismos, pero también sobre las membranas de las células epiteliales
humanas (Baudouin et al., 2010b).

Factores como las caracteristicas fisico-quimicas del producto, la presencia o
ausencia de agentes conservantes y el tiempo de exposicion a la formulacion intervienen
y son clave para evaluar los resultados de citotoxicidad en formulaciones oftalmicas. A
diferencia de lo que ocurre en la superficie ocular de los usuarios finales, donde
intervienen factores como el sistema de drenaje nasolagrimal, las vias de absorcion
sistémica y la dilucion de los ingredientes de la férmula con la pelicula lagrimal, en la
experimentacion in vitro, con el uso de cultivos celulares, se elimina la intervenciéon de
todos estos procesos simplificando el modelo. Algunos autores consideran que la
ausencia de estos elementos en los ensayos in vitro puede conducir a una
sobreestimacion de la toxicidad que se produciria in vivo. Por tanto, a pesar de las
posibles diferencias entre ambos modelos, los resultados obtenidos in vitro constituyen
una buena herramienta para predecir la posible toxicidad y garantizar que puede
continuar el desarrollo del producto con la comprobacion de la seguridad en una
investigacion clinica con pacientes (Saarinen-Savolainen et al., 1998).

Por otro lado, es necesario resaltar que el modelo que mejor predice lo que

ocurre realmente en la superficie ocular estd més relacionado con los resultados
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obtenidos a los 10 minutos de exposicion a las soluciones de estudio que con los
resultados observados a los 60 minutos. Si tenemos en cuenta el tiempo de residencia
de las soluciones oftalmicas en la superficie ocular del usuario final, en ningin caso, va
a sobrepasar los 60 minutos de exposicion sin sufrir fenébmenos de dilucién de los
componentes o de drenaje, incluso durante el porte de lentes de contacto. El analisis
del efecto a los 60 minutos ha servido para exagerar el contacto de la solucién con el
tejido de la superficie ocular y obtener un maximo de citotoxicidad en el peor de los
casos, es decir, simulando la ausencia de intercambio lagrimal.

De esta forma, los resultados de viabilidad celular al agregar diferentes
concentraciones de Aloe vera y la aplicacion de extracto de Aloe vera en la fabricacion
de soluciones de mantenimiento para lentes de contacto respaldan la tolerancia y el uso
de este extracto asi como sus propiedades protectoras y anti-irritantes en la superficie
ocular. Basandonos en los resultados descritos en este ensayo y en las investigaciones
anteriores, se propuso incorporar la concentracién de Aloe vera del 1% al sustituto

lagrimal.

1.2 ESTUDIO COMPARATIVO DEL PAPEL PROTECTOR DE UN SUSTITUTO
LAGRIMAL BASADO EN ALOE VERA E HPMC FRENTE AL DE DIFERENTES
SUSTITUTOS LAGRIMALES DISPONIBLES EN EL MERCADO

Una vez definida la composicion de la solucién se plante6é como segunda etapa
la evaluacion comparativa de la viabilidad celular con sustitutos lagrimales ya
comercializados. Para ello se selecciond una muestra representativa de productos con
los ingredientes mas comunes y un amplio rango de viscosidades y valores de tonicidad.
Del mismo modo que en el primer ensayo, para este segundo estudio se plante6 la
evaluacién de la viabilidad celular con la misma linea de células de epitelio corneal de
conejo SIRC previamente irritadas con el agente DMSO al 1% y con los mismos tiempos
de exposicion, 10 y 60 minutos.

En este caso, todos los sustitutos lagrimales, salvo el producto Artific® (con

0.32% de HPMC) y Lubristil® (con hialuronato sédico al 0.2%) presentaron un efecto
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protector en el cultivo celular tras 10 minutos de exposicion. La solucién objeto de este
estudio basada en Aloe vera al 1% e HPMC al 0.2% y la solucién con CMC al 0.5%
como ingrediente activo fueron las que obtuvieron mejores resultados.

En linea con estos hallazgos, un estudio previo comparativo en el que se
utilizaron soluciones con diferentes concentraciones de hialuronato sédico (entre 0.3%
y 0.1%) frente a una solucién con la misma concentracion de CMC que la empleada en
esta investigacion (0.5%) han mostrado la baja toxicidad de ambos compuestos pero
han puesto de manifiesto la superioridad de la CMC cuando se evalla su efecto sobre
la cicatrizacion y la viabilidad en células epiteliales corneales humanas (Lee et al., 2015).
Este efecto puede estar relacionado con la alta concentracién y/o el peso molecular de
los ingredientes incluidos en ambas soluciones.

Ademas de los ingredientes activos principales incluidos en la férmula, los
sustitutos lagrimales, contienen varias sustancias que actlan como excipientes, algunas
de las cuales pueden producir efectos adversos sobre la superficie ocular, como
conservantes, agentes quelantes o componentes del sistema utilizado como buffer
(Sanchez et al., 2010). Al ser la solucién en fase de investigacién un producto libre de
conservantes, para evitar posibles sesgos en este aspecto, todos los sustitutos
lagrimales incluidos en el estudio comparativo, fueron seleccionados teniendo en cuenta
esta caracteristica. Investigaciones previas de Geerling y colaboradores analizaron el
efecto de sustitutos lagrimales con concentraciones de 0.3% de HPMC con y sin
conservantes sobre cultivos primarios de células de epitelio corneal. Sus resultados
mostraron que las soluciones de HPMC con conservantes producian una toxicidad
mayor que el mismo producto libre de conservantes (Geerling et al., 2001). Sin embargo,
no so6lo son importantes factores como las propiedades de los polimeros o la presencia
0 no de conservantes en las soluciones. Otro de los aspectos a tener en cuenta de la
férmula de sustitutos lagrimales son los agentes incluidos para fijar el valor de tonicidad

en la solucién (Sanchez et al., 2010). La inclusion de electrolitos esenciales en las
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formulaciones, con el objetivo de mimetizar la composiciéon de la pelicula lagrimal
humana tiene un impacto relevante sobre la funcion de las células de la superficie ocular.

La presencia de resultados tan dispares entre soluciones con concentraciones
similares de agentes humectantes puede deberse a varios motivos. Por un lado, aunque
la concentracion indicada del ingrediente activo sea la misma, es muy probable que
existan variaciones considerables en el peso molecular de los biopolimeros usados en
cada una de las soluciones. Esta caracteristica es de especial relevancia y no suele
estar indicada en la informacion disponible de este tipo de productos, sino que son mas
comunes las referencias a la concentracion. Variaciones en el peso molecular de los
ingredientes activos manteniendo la misma concentracién pueden producir efectos muy
diferentes en la viscosidad en funcion de la solucién testada. Por otro lado, la tendencia
a la fragmentacion de las moléculas de mucopolisacaridos como el hialuronato sédico
con el tiempo es mucho mas comun que en derivados de la celulosa como la HPMC o
la CMC. Aunque la literatura cientifica muestra mejores propiedades mucomiméticas y
bioadhesivas para el hialuronato sédico, la estabilidad en el tiempo y la firmeza de las
biopeliculas que forma este ingrediente sobre la superficie ocular es menor que la de
polimeros como la HPMC o la CMC (Bielory and Wagle, 2017; Johnson et al., 2006).

Al igual que la solucién en fase de investigacion, tanto la formula de HPMC al
0.3% (Acuolens®) como el otro producto incluido en el estudio con un porcentaje de 0.2%
de hialuronato sédico (Visaid 0.2%®) mostraron valores de viabilidad celular superiores
a los de Artific® y Lubristil® pese a tener concentraciones similares de ingredientes
activos. Este efecto puede deberse, como hemos descrito anteriormente a diferencias
en el peso molecular de los biopolimeros y/o a la inclusiéon de iones como Ca*?, Mg*?,
K*, Zn*2 en las férmulas con mejores resultados, al ser necesaria su presencia para el
correcto desarrollo de los procesos metabdlicos de las células del epitelio corneal
(Bachman and Wilson, 1985; O’leary et al., 1985; Wilson et al., 1986).

Nuestros resultados estén en linea con los obtenidos previamente por Corrales

y colaboradores sobre la toxicidad de sustitutos lagrimales sin conservantes en cultivos
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de células epiteliales conjuntivales. Sus hallazgos también han mostrado que aquellas
formulaciones que contienen un balance electrolitico 6ptimo con iones como Ca*?, Mg*?
y K* ademas de NaCl producen menos toxicidad que las que solo incluyen NaCl
independientemente del ingrediente activo utilizado (Corrales et al., 2001).

Los sustitutos lagrimales a menudo son empleados como la primera opcién para
el tratamiento para la sintomatologia de sequedad e irritacién ocular (Gayton, 2009;
Jones et al., 2017). Estas preparaciones estan destinadas a ser administradas varias
veces al dia con el objetivo de suavizar los sintomas por lo que a la hora de proponer
una formula para este fin es necesario tener en cuenta una serie de caracteristicas que
garanticen su eficacia y seguridad en el tejido ocular del usuario final (Versura et al.,
1989).

Un sustituto lagrimal ideal debe poder distribuirse de forma rapida y eficiente
sobre la superficie ocular y debe minimizar la friccién entre la conjuntiva palpebral y los
epitelios corneal y conjuntival (Kessing, 1967). Ademas es necesario que contenga
ingredientes biocompatibles con el tejido al que estan destinados.

Existe un amplico abanico de ingredientes activos o macromoléculas incluidas
en las formulaciones de sustitutos lagrimales que pueden ejercer estas funciones,
actuando como agentes mucomiméticos, lubricantes y/o humectantes.

Los ensayos realizados in vitro en la presente tesis doctoral, han puesto de
manifiesto que la adicién de un porcentaje del 1% de Aloe vera sobre una base de 0.2%
de HPMC es la més eficaz en el mantenimiento de los valores de viabilidad celular,
después de inducir irritacion en un cultivo de células epiteliales corneales de la linea
SIRC. Estos resultados respaldan la buena tolerancia de la solucién de estudio en el
epitelio corneal en condiciones simuladas de irritacion, e incluso ponen de manifiesto
efecto protector, al reflejar valores de viabilidad celular a los 10 minutos, por encima de
los controles sin irritar.

Previamente Wozniak y colaboradores, con el propésito de evaluar la utilidad de

un extracto de Aloe vera, incluido en soluciones oftalmicas analizaron in vitro la
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morfologia, funcionalidad y viabilidad de una capa celular corneal expuesta a estrés
guimico. Sus experimentos revelaron que este extracto no resultaba toxico incluso a
concentraciones elevadas por lo que en linea con nuestros resultados, expusieron que
Su uso podria ser seguro en pacientes. Es necesario tener en cuenta que el extracto de
Aloe vera incluido en la solucién experimental presenta caracteristicas diferentes a las
de los extractos utilizados en el estudio de estos autores. Mientras que la obtencion de
la materia prima incluida en nuestra formula, se realiza con métodos de deshidratacion
a baja temperatura, para los diferentes extractos empleados por Wozniak y
colaboradores se utilizaron métodos de extraccion en los que se incluyeron otro tipo de
solventes (Wozniak and Paduch, 2012). El uso de diferentes procesos de extraccion
para el Aloe vera, hace que los ingredientes utilizados en los diferentes estudios puedan
presentar perfiles de composicion muy diversos. Este ha sido uno de los principales
motivos para plantear la evaluacion del comportamiento in vitro tras la instilacion de la
solucién experimental. Ademas otros estudios como el de Burgalassi y colaboradores
también han sefalado que soluciones oftalmicas en las que se incluye Aloe vera, serian

apropiadas para aliviar la sintomatologia de sequedad ocular (Burgalassi et al., 2005).

2. ESTUDIOS IN VIVO
2.1 EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA

Teniendo en cuenta lo descrito y una vez comprobada la tolerancia in vitro de la
solucién de estudio, se planted la realizacion de ensayos in vivo para monitorizar el
comportamiento de la férmula en pacientes. En este sentido el objetivo del siguiente
estudio fue la evaluacion de la seguridad y eficacia de la solucién de Aloe vera e HPMC
en pacientes con sintomatologia de sequedad e irritacion ocular. Entre los propésitos
planteados ademas de la confirmacion del perfil de seguridad de la solucion cuando fue
instilada en pacientes, estuvo la valoracién de un posible efecto protector de la superficie
ocular frente a la irritacion y a la desecacion, asi como un posible alivio de la

sintomatologia reportada en este tipo de pacientes.
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Las propiedades humectantes de los extractos de Aloe vera han sido
ampliamente descritas en la literatura cientifica (Surjushe et al., 2008). La mayor parte
de su actividad bioldgica esté atribuida a la presencia de mono y polisacaridos como el
Acemanano, poco frecuente en otras especies de plantas y con propiedades
higroscépicas (Dal’'Belo et al., 2006). Se ha descrito que estos compuestos podrian ser
los responsables de un incremento en la sintesis de colageno y de la estimulacién de
una mayor tasa de reepitelizacion. Estos efectos, unidos a las propiedades anti-
inflamatorias, antimicrobianas e inmunomoduladoras del Aloe vera, lo convierten en un
ingrediente muy interesante para este propaésito.

La férmula propuesta incluye ademas HPMC, una macromolécula hidrofilica con
alta capacidad de hidratacién y propiedades viscosizantes y mucomiméticas, empleada
tradicionalmente en la formulaciébn de soluciones oftalmicas para aumentar la
biodisponibilidad de principios activos en la superficie ocular. Ademas del uso de este
compuesto en soluciones oftalmicas, también se ha descrito su eficacia como terapia
convencional para estabilizar la pelicula lagrimal y prolongar el tiempo de ruptura cuando
se incorpora en la composicion de insertos oftdlmicos para el tratamiento de la sequedad
ocular (Nguyen and Latkany, 2011).

Un tiempo de permanencia elevado de la soluciéon depende entre otros factores
de la viscosidad, lo que va ligado en gran medida a la concentracion incluida en la
férmula de este polimero. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el incremento
de los valores de viscosidad en las soluciones oftalmicas puede disminuir la tolerancia
de los usuarios, causando molestias e interferencias en la vision. Estudios realizados in
vitro han descrito que concentraciones entre 0.2% y 0.4% de HPMC proporcionan una
viscosidad adecuada para soluciones destinadas al alivio de la sintomatologia de
sequedad ocular (Liu et al., 2009). Cuando los usuarios presentan sequedad ocular
moderada — severa como puede ser el caso de la asociada a sindrome de Sjogren, la
concentracion eficaz propuesta para conseguir una cobertura de larga duracién se eleva

hasta el 0.5% de HPMC segun investigaciones previas (Toda et al., 1996). Y es en estos
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casos, en los que el grado de afectacion de la superficie ocular y los sintomas son mas
severos, en los cuales los pacientes suelen reportar mejor tolerancia a viscosidades mas
elevadas.

Otra de las ventajas descritas de la HPMC es que la medida de los pardmetros
biofisicos de las soluciones que contienen este compuesto como ingrediente principal
revela mejor estabilidad que las que contienen hialuronato sodico cuando se analizan
después de un tiempo de almacenamiento. Este efecto, puede deberse a naturaleza
semisintética de estos compuestos frente a la tendencia natural de las moléculas de
hialuronato sédico a descomponerse en fragmentos mas pequefios, conduciendo a
pérdida de la viscosidad y por tanto de la efectividad de las soluciones.

Con el objetivo de evaluar la seguridad y eficacia en usuarios finales del sustituto
lagrimal basado en Aloe vera e HPMC, se plante6 una investigacion clinica aleatorizada,
doble enmascarada y cruzada de 3 meses de duracién. En una primera fase del estudio
se observé el comportamiento de las soluciones a corto plazo después de inducir
irritacién y en una segunda fase los pacientes utilizaron durante 30 dias ambas
soluciones estableciendo un periodo de lavado de al menos 15 dias entre el uso de cada
una de ellas.

Los datos obtenidos en esta investigacién sugieren que la solucién de estudio
presenta un perfil de seguridad muy similar al de la solucién control seleccionada.
Ninguno de los pacientes incluidos en el estudio reporté efectos adversos graves ni se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de las variables de
seguridad con respecto a los valores obtenidos con la solucion control.

No se esperaban variaciones en los valores de presion intraocular tras el uso de
ninguna de las dos soluciones. Sin embargo, aunque no fueron clinicamente relevantes
por encontrarse dentro de valores normales, si se observaron variaciones significativas
con el uso de la solucién control que no se produjeron con la solucién experimental en
ambas fases del estudio. Este resultado, més que con un efecto de la solucion control,

podria tener que ver con la propia variabilidad diurna de la presion intraocular y por lo
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tanto con la hora del dia en que se realizé la medida (Jaén-Diaz et al., 2007; Wilensky,
1991).

La técnica de citologia de impresion conjuntival empleada se seleccioné porque
proporciona un método minimamente invasivo, que permite valorar de forma muy
exhaustiva la aparicién de trastornos del epitelio conjuntival. Investigaciones previas han
demostrado la sensibilidad de la poblacion de células Goblet conjuntivales como
indicador prematuro en alteraciones de la superficie ocular (Adams et al., 1988; Albietz
and Bruce, 2001; Kinoshita et al., 1983). Por esta razén se ha convertido en uno de los
pardmetros mas importantes para la monitorizacion de los efectos de diferentes
tratamientos.

Durante la fase | del estudio de seguridad y eficacia, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la densidad y espesor de las células
Goblet conjuntivales después de la instilacién de la solucién de estudio, lo que se
encuentra en linea con los hallazgos de estudios anteriores. Previamente Lester y
Orsoni mostraron una mejora significativa en las puntuaciones de los parametros
evaluados mediante citologia de impresion para los usuarios que utilizaron hialuronato
sadico al 0.4% pero no observaron cambios cuando se utiliz6 HPMC al 0.3% (lester et
al., 2000).

Por otro lado Pflugfelder y colaboradores mostraron que el efecto de un sustituto
lagrimal libre de conservantes, con un contenido en electrolitos esenciales similar y un
agente viscosizante de la familia de los derivados de la celulosa, como el incluido en la
solucion experimental tampoco produjo variaciones en la densidad de las células
caliciformes conjuntivales (Pflugfelder et al., 2008). Aunque el porcentaje del ingrediente
utilizado como viscosizante fue mayor que el de la solucién utilizada en este estudio
caracteristicas como la ausencia de conservantes en la formula fueron comunes en
ambos productos. Los hallazgos observados tanto por estos autores como en la
presente investigacion, sugieren que para poder observar una mejora seria necesario

un tratamiento capaz de inhibir los mecanismos patolégicos involucrados en la
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disminucion de la densidad de células Goblet. El uso exclusivo de sustitutos lagrimales
en pacientes que muestran un perfil alterado de las células mucosecretoras, podria ser
insuficiente para recuperar valores normales, pero serviria para evitar mas pérdida
celular bajo condiciones de irritacion.

Se ha descrito que la presencia de conservantes en los sustitutos lagrimales
produce una exacerbacién de la pérdida de células Goblet y puede generar procesos
inflamatorios asociados a su toxicidad. En los ultimos afios, la evolucién en este tipo de
tratamientos ha ido dirigida hacia la busqueda de compuestos de baja toxicidad o a su
total eliminacion (Jee et al., 2014; Jones et al., 2017).

En este sentido, la selecciébn de estrategias terapéuticas en pacientes con
sintomatologia de sequedad y/o irritacién ocular debe centrarse en formatos libres de
conservantes como el utilizado en la solucion experimental, que garanticen el control de
los procesos inflamatorios y el mantenimiento de las células mucosecretoras evitando
una desestabilizacion mayor de la pelicula lagrimal. No se han observado efectos
adversos significativos asociados a la instilacion de tratamientos topicos sin
conservantes tanto con pautas de dosificacion moderadas como con instilaciones mas
reiteradas (Adams et al., 1992; Berdy et al., 1992). Investigaciones como la Albietz y
Bruce han mostrado que la aplicaciéon de sustitutos lagrimales sin conservantes no
produce cambios significativos en la densidad de células Goblet. Sin embargo, cuando
estos mismos autores utilizaron soluciones formuladas con estos compuestos Si
observaron un empeoramiento en el contaje. Entre las principales conclusiones de su
estudio establecen que las formulaciones sin conservantes serian la mejor alternativa
incluso en casos de sequedad ocular leve-moderada (Albietz and Bruce, 2001). El
motivo que exponen va asociado a que el efecto de una instilacion reiterada de
conservantes podria provocar una progresion en la enfermedad de los casos mas leves
y ser contraproducente.

Teniendo en cuenta lo descrito y con el objetivo de evitar todas las

complicaciones asociadas a una instilacion reiterada, uno de los primeros
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planteamientos para la solucién de estudio fue la ausencia de conservantes en la
férmula. Y como se esperaba, el efecto a corto plazo después de la instilacion resulté
totalmente inocuo.

La presente investigacion, no tuvo como objetivo conseguir ni se esperaba
encontrar una mejora significativa en los valores de densidad y espesor de las células
caliciformes, sino que se utilizO esta prueba para monitorizar y asegurar la
compatibilidad con el tejido justo después de inducir irritacion y de instilar la solucion
experimental. El hallazgo de una disminucion significativa de la altura de la nube de
mucina tras la instilacion de la solucién experimental puede deberse a mecanismos
compensatorios. Al ser una solucién con mayor viscosidad que la de la pelicula lagrimal
y presentar propiedades mucomiméticas similares a las de las mucinas por la
incorporacién del Aloe vera y la HPMC a la férmula, el anclaje de la lagrima al epitelio
puede favorecer que sea necesaria una menor secrecion por parte de las células
caliciformes. Son necesarios mas estudios para esclarecer a qué se debe este
resultado.

En términos de eficacia, nuestros hallazgos proporcionan suficiente evidencia
del alivio de la sintomatologia asociada a irritacion ocular al instilar la solucion de
estudio. Para la evaluacion de este aspecto, durante la Fase |, se indujo irritacion a los
pacientes y se evalud la satisfaccion y el estado de la superficie ocular de los usuarios
dos horas después de la instilacibn de ambas soluciones. Los resultados del
cuestionario VAS mostraron un aumento estadisticamente significativo de la puntuacion
con la solucién experimental basada en Aloe vera e HPMC.

La evaluacion del grado de tincién corneal, una vez inducida la irritacién y tras la
instilacion de ambas soluciones revel6 un descenso en ambos grupos, que fue
significativo a los 60 y a los 120 minutos después de la instilacion de Aloe vera e HPMC
y a los 120 minutos de la instilacién de la solucién control. La diferencia en el resultado

puede estar relacionada con el efecto humectante del Aloe vera y la HPMC, mientras
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que en la superficie ocular irritada de los pacientes que recibieron la solucién control es
necesario el doble de tiempo para observar un descenso significativo.

En linea con estudios previos realizados (Miyake et al., 2016), aunque se
esperaba un incremento en la medida del volumen lagrimal con la prueba de Schirmer,
los resultados no difirieron significativamente para ninguno de los grupos en ninguna de
las 2 fases del estudio de seguridad y eficacia. El aumento del volumen lagrimal tras el
uso de soluciones humectantes tiene lugar inmediatamente después de la instilacion o
después de un periodo corto de tiempo y esté directamente relacionado con el tiempo
de residencia de la solucion en la superficie ocular. Aunque se esperaba una diferencia
significativa, es posible que el aumento maximo para este parametro tuviera lugar
mucho antes de la medida establecida en la fase | a los 120 minutos. A pesar de no
encontrar significancia en los resultados, si se observo una ligera tendencia al aumento
del volumen con la solucién de estudio y una ligera tendencia al descenso con la
solucion control. Investigaciones previas de Carracedo y colaboradores no observaron
variaciones significativas al evaluar el volumen lagrimal 30 minutos después de la
instilacion de sustitutos lagrimales con diferentes concentraciones de hialuronato sédico
(Carracedo et al., 2019). Aunque las diferencias entre los ingredientes incluidos en las
férmulas de cada una de las investigaciones son notables, los valores de viscosidad de
la solucién empleada en este estudio se encontrarian en un punto intermedio entre los
de las soluciones con 0.1 % y 0.2% de hialuronato sddico utilizadas en su investigacion.
Asumiendo esto podemos estimar que incluso las variaciones mas importantes del
volumen lagrimal con nuestra solucion se habrian producido en los primeros 30 minutos
después de la instilacion.

Los resultados del presente estudio revelaron una disminucion estadisticamente
significativa en la frecuencia de la sintomatologia de irritacion tanto con la solucion de
estudio como con la solucién control. Si bien no se observaron diferencias en lo
reportado por los pacientes para las cuestiones relativas a la intensidad por las

mafanas, cuando se evaluaron las respuestas para el grado de molestia e intensidad
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de la sintomatologia por las tardes si se obtuvieron mejores resultados con la solucion
experimental. Las variaciones diurnas descritas en la pelicula lagrimal podrian ser las
responsables de la fluctuacion en las puntuaciones de sintomatologia (Tomlinson and
Khanal, 2005). Algunos autores sostienen que estos cambios a lo largo del dia y su
progresion podrian estar relacionados con condiciones de exposicidn acusada de la
superficie ocular. Estudios experimentales previos (Begley et al., 2002) han mostrado
gue la sintomatologia de irritacion en pacientes con ojo seco acuodeficiente, valorada
con el mismo cuestionario de sintomatologia, es mas acusada y a menudo incrementa
su intensidad en las ultimas horas del dia. Este resultado se encuentra en linea con lo
observado en esta memoria, donde las mayores puntuaciones fueron las referidas a la
intensidad de la irritacion por la tarde.

Los sustitutos lagrimales estan destinados a un alivio transitorio de los sintomas
por lo que el mecanismo de accion esti basado en la captacion y retencién de agua y
en la formacién de escudos protectores transitorios cuando tienen lugar alteraciones de
la pelicula lagrimal bien por ausencia en la secrecion, por un incremento en la tasa de
evaporacion o por la exposicion a agentes irritantes de todo tipo.

La mejora de la sintomatologia durante las primeras horas del dia, suele estar
relacionada con la prescripcion de tratamientos farmacoldgicos que consiguen un efecto
prolongado, asociado a un incremento en la tasa de secrecion lagrimal o a una reduccion
en la respuesta inflamatoria de la superficie ocular.

Una de las principales limitaciones de los sustitutos lagrimales es el breve tiempo
de permanencia sobre la superficie ocular. Su accion esta relacionada con mecanismos
fisicos de retencion de agua, por lo que el efecto desaparece en cuanto se completa el
drenaje de los componentes de la formula. El hecho de que solo se observaran
diferencias estadisticamente significativas en el alivio de la sintomatologia por la tarde
puede deberse a la instilacion reiterada de la solucién a lo largo del dia y por tanto a

una sensacion de alivio que se hace mas evidente en las Ultimas horas.
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Otro de los posibles beneficios de la instilacién de sustitutos lagrimales es la
influencia directa sobre la funcién visual (Berger et al., 2009). Investigaciones anteriores
han resaltado la importancia de una pelicula lagrimal precorneal estable para el
mantenimiento de una buena calidad 6ptica (Rieger, 1993).

El uso del sustituto lagrimal evaluado en este estudio, ha demostrado un
incremento estadisticamente significativo en los valores de agudeza visual y en la
sensibilidad al contraste para las frecuencias espaciales altas de los pacientes, lo que
evidencia una mejora en la funcién visual en cuanto a calidad y detalle de las imagenes.
Estos resultados se ajustan a lo que cabria esperar de una solucién humectante con
una viscosidad ligeramente superior a la de la pelicula lagrimal. Al aumentar el tiempo
de permanencia en la superficie ocular los cambios en la funcién visual producidos por
las alteraciones en la estabilidad de la lagrima no se hacen tan evidentes. Soluciones
con rangos de viscosidad mayores si pueden disminuir el rendimiento visual de los
sujetos llegando a reportar empeoramiento en la calidad visual sobre todo justo después
de la instilacion (Ridder et al., 2005b).

En linea con lo observado en el presente estudio, mas investigadores han
descrito mejoras significativas en los valores de agudeza visual y sensibilidad al
contraste tras la instilacion de sustitutos lagrimales. En general han atribuido este efecto
a una posible recuperacion del dafio existente en el epitelio corneal 0 a la compensacion
de alteraciones en la composicion y en el grosor de la pelicula lagrimal (Rieger, 1993;
Rolando et al., 1998; Torok, 1985).

Este resultado podria haber estado relacionado con una recuperacion en el
grado de tinciones corneales y en el tiempo de ruptura lagrimal, sin embargo a diferencia
de lo observado durante la fase | del estudio, no se obtuvieron mejoras estadisticamente
significativas para ninguno de los dos parametros en la fase Il del estudio. La falta de
correlacion en este caso puede deberse a la leve afectacion de la superficie ocular de

los pacientes asi como al tiempo transcurrido desde la dltima instilacion.
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Si bien el uso de HPMC en productos oftalmicos esta ampliamente establecido,
en lo referente a otras aplicaciones de extractos de Aloe vera a nivel ocular, la literatura
cientifica revela un caso en el que se seleccion6 como una de las modalidades de
tratamiento primario para Neoplasia escamosa de la superficie ocular en el que no se
reportaron efectos adversos (Damani et al., 2015). Aunque este tipo de condicién no
esta estrictamente ligado a la irritacion ocular, el uso seguro del Aloe vera en otras
alteraciones de la superficie ocular avala los resultados de seguridad obtenidos en el
presente estudio. En general tanto los hallazgos in vitro como lo observado in vivo
respaldan nuestra hipétesis inicial de la seguridad de un sustituto lagrimal que incluye
en su formula Aloe vera e HPMC.

Pinto — Fraga y colaboradores demostraron en estudios experimentales previos
realizados en usuarios de lentes de contacto hidrofilicas la seguridad y eficacia de una
solucion de mantenimiento que incluyd el mismo porcentaje de Aloe vera que el incluido
en la solucién experimental. En este caso se combind con polivinilpirrolidona, un
polimero sintético con propiedades surfactantes , de baja viscosidad y con un tiempo de
permanencia inferior al de mucilagos como la HPMC (Pinto-Fraga et al., 2015). Aunque
el volumen, la forma en que alcanza la superficie ocular y el uso previsto de la solucion
investigada por estos autores es diferente a la del producto bajo investigacion en esta
memoria, en términos de seguridad del porcentaje de Aloe vera incluido en la solucion
experimental, sus hallazgos son consistentes con los resultados encontrados en este
estudio. Las lentes hidrofilicas en general presentan un alto contenido en agua. Tras su
colocacion en la superficie ocular, la cantidad de solucion de mantenimiento que ha
absorbido durante el proceso de desinfeccidon empieza a difundir y a ser reemplazada
por la pelicula lagrimal. De esta forma el volumen de solucion, y por tanto de los
ingredientes incluidos en ella, que alcanza la superficie ocular tras la colocaciéon de la
lente de contacto, es muy inferior a la que entra en contacto con el ojo cuando se realiza
la instilacion directa de un sustituto lagrimal. Ademas, la diferencia de los valores de

viscosidad entre las soluciones de mantenimiento y los sustitutos lagrimales hace que
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el tiempo de contacto con los ingredientes sea considerablemente mayor en este ultimo
caso.

La seguridad y eficacia reportada previamente en la literatura cientifica sobre las
soluciones de HPMC en alteraciones de la superficie ocular también fueron basicas en
esta investigacion. Se ha descrito que el uso de soluciones oftalmicas basadas en
HPMC en combinacién con polisacéridos como el dextrano facilita la recuperaciéon del
dafo de la superficie ocular y la irritacién producida por los conservantes incluidos en
farmacos anti-glaucomatosos (Prabhasawat et al., 2015).

En esta investigacion, se ha demostrado que el sustituto lagrimal basado en Aloe
vera e HPMC es bien tolerado y proporciona alivio en pacientes con sintomatologia de
sequedad e irritacion ocular después de 30 dias de uso continuado.

Entre las potenciales limitaciones de este estudio esté la falta de subclasificacion
entre pacientes. Se incluyeron pacientes con sintomatologia de sequedad e irritacion
ocular sin ninguna diferenciacion en cuanto a la etiologia de la alteracion. Son
necesarios mas estudios para identificar si existen diferencias en términos de eficacia
de la solucion si consideramos origenes diferentes de la sintomatologia de irritacion.
Ademas es necesario resaltar que el efecto observado se debe a una accién combinada
del producto final formulado con un extracto de Aloe vera y con el agente viscosizante
HPMC. Por tanto los resutlados mostrados sélo servirian para respaldar la seguridad y

eficacia de un sustituto lagrimal con la combinacion de estos dos ingredientes.

2.2 EVALUACION DE LA HUMECTACION IN VIVO DE LA SUPERFICIE DE LENTES
DE CONTACTO

El porte de lentes de contacto es uno de los elementos con mas influencia en la
calidad de la pelicula lagrimal. En el momento en que se inserta una lente en la superficie
ocular, la pelicula lagrimal se divide en dos fases bien diferenciadas, la pelicula lagrimal
pre-lente y la pelicula lagrimal post-lente o pre-corneal (Chen et al., 2010; Craig et al.,

2013a; Nichols and King-Smith, 2003).
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Uno de los factores mas criticos para el mantenimiento del confort durante el
porte de lentes de contacto es la humectabilidad. Este pardmetro depende
esencialmente de la interaccion de la pelicula lagrimal pre-lente con el material de la
lente de contacto (Guillon et al., 2016). La fase pre-lente es la mas expuesta, al formar
la interfaz entre el aire y la superficie anterior de la lente. Su menor espesor, en
comparacion con el de la pelicula lagrimal post-lente, predispone al fluido lagrimal a una
desestabilizacion mas rapida. En este sentido, numerosos estudios han descrito un
incremento en la tasa de evaporacion y en la reduccién del tiempo de ruptura lagrimal
en usuarios de lentes de contacto (Guillon and Maissa, 2008; Sindt and Longmuir, 2007).

Aunque en los ultimos afios se han desarrollado diferentes tratamientos para la
superficie de las lentes de contacto, con el objetivo de aumentar las propiedades
hidrofilicas de los materiales, la ausencia de mucinas de anclaje en la fase pre-lente y
su menor espesor con respecto al fluido lagrimal pre-corneal, provocan una
desestabilizacion mas rapida, favoreciendo la aparicion temprana de zonas de ruptura
0 desecacion (Berry et al., 2008; King-Smith et al., 2004).

La principal funcién de la pelicula lagrimal tanto en presencia como en ausencia
de lentes de contacto es favorecer la lubricacién y disminuir las fuerzas de friccion
durante el parpadeo, ya sea contra la superficie ocular o contra la superficie de las
lentes. Por esta razon, la instilacién de sustitutos lagrimales es una de las practicas mas
habituales para incrementar la comodidad de los usuarios y evitar el dafio en la
superficie ocular producido por la ausencia o déficit de lubricacion.

Con el objetivo de demostrar esta nueva aplicacion del producto y de poder
incluir en el uso previsto del sustituto lagrimal la humectacion y lubricacion de lentes de
contacto, se plante6 una investigacion clinica post-comercializacién para evaluar la
humectacion in vivo en usuarios de lentes de contacto hidrofilicas tras la instilacion del
sustituto lagrimal basado en Aloe vera e HPMC.

El método tradicional para la evaluacion de la calidad de la pelicula lagrimal es

una prueba ampliamente establecida en la practica clinica, basada en la instilacion de
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fluoresceina en la superficie ocular (Lemp, 1973). Sin embargo, algunos autores reflejan
gue entre sus limitaciones estd su alta variabilidad y que no constituye una prueba
totalmente libre de contacto (Elliott et al., 1998; Trees and Tomlinson, 1990). Se ha
descrito que la instilacion de fluoresceina, necesaria para realizar la prueba, produce un
aumento del volumen total y por tanto podria alterar la estabilidad del fluido lagrimal y
dar lugar a resultados sesgados (Johnson and Murphy, 2005). Ademas algunos estudios
sostienen que antes de la aparicion de las zonas de desecacion visibles para el
evaluador, la pelicula lagrimal ya podria estar desestabilizada (Llorens-Quintana and
Iskander, 2018).

Por otro lado, el uso de fluoresceina es apto para evaluar la calidad de la pelicula
lagrimal pre-lente con materiales rigidos permeables al gas pero la absorcion del
colorante por la matriz de los materiales hidrofilicos hace que no sea un método valido
en este otro tipo de lentes de contacto.

Debido a estos inconvenientes, en los ultimos afios la tendencia ha ido dirigida
hacia el uso de pruebas no invasivas, en las que no sea necesario el contacto o la
instilacibn de compuestos en la superficie ocular. Entre las técnicas no invasivas
descritas para la evaluaciéon de la pelicula lagrimal, esta la valoracion del parametro
TFSQ, un método basado en la videoqueratoscopia de alta velocidad que permite
analizar alteraciones en el fluido lagrimal a través de los cambios observados en la
calidad de imagenes videoqueratoscopicas (Iskander et al., 2005).

Esta técnica ha mostrado buenos resultados para la evaluacién de la calidad de
la pelicula lagrimal pre-lente durante el uso de lentes de contacto (Szczesna et al.,
2010). Tyagi y colaboradores han descrito la influencia negativa del uso de lentes de
contacto en este parametro, sin embargo, las diferencias observadas entre diferentes
tipos y materiales no han sido significativas. Por consiguiente este efecto seria atribuible
tanto al porte de lentes de contacto hidrofilicas como de lentes rigidas permeables al

gas (Tyagi et al., 2012).
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Hasta la fecha no se han reportado estudios sobre la humectacion de la
superficie de lentes de contacto tras la instilacién de sustitutos lagrimales a través de la
medida del parametro TFSQ. En este sentido, el objetivo principal de esta investigacion
ha sido evaluar el efecto a corto plazo de la instilacién de un sustituto lagrimal basado
en Aloe vera e hidroxipropilmetilcelulosa sobre lentes de contacto hidrofilicas.

Los valores obtenidos del parametro media TFSQ mostraron un descenso
significativo en el minuto inicial con la solucién experimental para ambos tipos de lentes
de contacto hidrofilicas, que se mantuvo hasta los 3 minutos en el caso de la lente de
hidrogel-silicona, mientras que se observd una tendencia a la deshumectacion con el
uso de la solucién control. En el caso de la valoracion del parametro area TFSQ, también
se observo un descenso inicial en el porcentaje del area deshumectada de la superficie
de la lente de contacto tras la instilacion de la solucién experimental. Sin embargo, y a
diferencia de lo observado con la media TFSQ, la valoracion del area TFSQ en el
material de hidrogel silicona, reflejo un efecto de la solucién control muy similar al de la
solucion experimental.

Caracteristicas como el contenido en agua y la carga iénica tienen una gran
influencia en la deshidratacion de los diferentes materiales de lentes de contacto
(Ramamoorthy et al., 2010). Estudios previos han mostrado que los materiales de alto
contenido en agua y carga ionica experimentan una mayor deshidratacion cuando se
comparan con los materiales de bajo contenido en agua no iénicos (Nichols and Sinnott,
2006; Wallace-Tucker, 2012). Ademas sostienen que la comodidad inicial observada en
este tipo de lentes desciende con el tiempo por este efecto (Hall et al., 1999) (Lemp et
al., 1999). Nuestros resultados se encuentran en linea con esta idea y han mostrado
gue la instilacién de la solucion experimental es especialmente beneficiosa cuando se
realiza sobre lentes de contacto de hidrogel de estas caracteristicas.

El analisis de la satisfacciéon del usuario antes y después de la instilaciéon de la
solucion experimental mostro una tendencia a la mejora para ambos tipos de materiales,

sin embargo, solo fue significativa para el material de hidrogel. Por otro lado, y como se
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esperaba, la instilacién de la solucion control reflejé una disminucion significativa en
ambos casos. Estos resultados coinciden con lo observado para el pardmetro TFSQ y
refuerzan la idea del efecto positivo de la instilacibn de la solucion experimental
principalmente en lentes de contacto de hidrogel.

Ademds de la valoracion de la humectacion y la satisfaccion del usuario, en este
estudio se analizo la influencia de la instilacion de la solucion humectante sobre la
agudeza visual. Estudios previos han descrito que la reduccion de la calidad 6ptica que
tiene lugar en pacientes con sintomatologia de sequedad ocular se debe a la estructura
irregular de la propia pelicula lagrimal, por lo que uno de los efectos esperados después
de la instilacion de soluciones humectantes es la mejora de la funcién visual (Montés-
Micd, 2007).

La mayoria de los sustitutos lagrimales tienen como objetivo principal prolongar
el alivio de la sintomatologia y lo hacen gracias a valores de viscosidad mas elevados
gue los de la pelicula lagrimal. Sin embargo, si la viscosidad es demasiado alta, la
instilacion puede producir cierto grado de borrosidad y por tanto variaciones importantes
en los valores de agudeza visual de los usuarios que deben quedar reflejados como
advertencia en las instrucciones de uso del producto (Nilforoushan et al., 2005).

En esta investigacion no se produjeron cambios significativos en la agudeza
visual de alto contraste tras la instilacion de la solucion experimental sobre la lente de
contacto de hidrogel. Solamente se registré una mejora significativa a los 3 minutos
después de la instilacion sobre la lente de contacto de hidrogel silicona. Al contrario de
lo que ocurri6 para alto contraste, cuando se evaluaron los cambios en la agudeza visual
de bajo contraste, si se detecté un empeoramiento inmediatamente después de la
instilacién, con una reduccion significativa durante los 3 minutos iniciales con ambos
tipos de lentes, respecto a lo observado para la solucién control. Este empeoramiento
fue transitorio, recuperando los valores iniciales previos a la instilacion a los 5 minutos,
y las variaciones tanto para la agudeza visual de alto como de bajo contraste no fueron

muy marcadas estando en torno a 0.10 unidades de AV LogMAR.
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Aunque algunos autores han descrito que la sensibilidad al contraste en
pacientes con 0jo seco mejora con el uso de sustitutos lagrimales, es necesario tener
en cuenta que, caracteristicas como la viscosidad de la solucion y el tiempo que tarda
en repartirse uniformemente sobre la superficie ocular, pueden producir al inicio el efecto
contrario (Akin et al., 2006).

Lo observado en este estudio para la solucién experimental coincide con lo
descrito por investigaciones anteriores, donde se ha puesto de manifiesto que justo
después de la instilacion, los sustitutos lagrimales pueden afectar de forma negativa a
la sensibilidad al contraste. Del mismo modo, estos estudios han descrito que la
desaparicion del efecto es gradual y relativamente rapida (Montés-Micé et al., 2010;
Ridder et al., 2009, 2005a).

Huang y colaboradores estudiaron la influencia sobre la agudeza visual de alto
contraste de un sustituto lagrimal con 0.32% de HPMC y a diferencia de lo observado
en esta investigacion, sélo vieron mejoras en la funcién visual en pacientes con la
superficie ocular afectada (Huang et al., 2002). Los pacientes incluidos en este estudio
fueron sujetos sin ningln tipo de alteracion a nivel ocular, por lo que se espera que el
efecto de la solucion experimental en pacientes con la superficie ocular comprometida
también produzca mejoras estadisticamente significativas.

Entre las principales limitaciones de este estudio esta que la evaluacion de la
humectacion tras la instilacion de la solucién experimental se realizé exclusivamente
dentro de la primera hora de uso de las lentes de contacto. Estudios anteriores sostienen
la existencia de cambios en la calidad de la pelicula lagrimal y el incremento de la
presencia de depésitos a medida que aumenta el tiempo de porte (Craig et al., 2013b).

La evaluacion del pardmetro TFSQ realizada en investigaciones previas en
lentes de contacto de reemplazo diario, como las utilizadas en este estudio, no ha
mostrado diferencias significativas entre las medidas al inicio y después de 8 horas de

uso (Szczesna-Iskander et al., 2012). No obstante, seria interesante valorar si el efecto
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sobre la humectacion es el mismo realizando la instilacién de la solucidn experimental
tras varias horas de porte.

Por otro lado, lentes de contacto con otros tipos de reemplazo, tienden a
acumular mas depdsitos que las de uso diario empleadas en esta investigacion. Es
posible que la valoracién tras varios dias de uso de la misma lente si refleje diferencias
en la humectacion (llhan et al., 1998). Ademas los sistemas de mantenimiento y limpieza
asociados a estos tipos de reemplazo pueden tener una influencia importante en este
parametro y hacer necesario el uso de soluciones humectantes para paliar estos

efectos.

2.3 EVALUACION DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EN LA PELICULA
LAGRIMAL

El altimo estudio planteado consistid en la evaluacién del efecto de la solucién
experimental sobre la concentracion en la pelicula lagrimal de moléculas relacionadas
con procesos inflamatorios de la superficie ocular.

Ademas de estos parametros y al igual que en el estudio de seguridad y eficacia,
los pacientes también se sometieron a la evaluacion subjetiva de la sintomatologia con
el cuestionario DEQ, y a pruebas objetivas como el test de Schirmer y la medida del
tiempo de ruptura lagrimal o TFBUT, para monitorizar el efecto de la solucién
experimental después de 3 meses de uso.

Begley y colaboradores manifestaron previamente que la medida de la
frecuencia de los sintomas y la intensidad diurna proporcionada por el test de
sintomatologia DEQ, constituye una herramienta sensible y de gran utilidad para la
evaluacién de los sintomas de irritacion asociados a sequedad ocular de origen
acuodeficiente (Begley et al., 2002). Al igual que sucede con la mayoria de cuestionarios
de sintomatologia, no se ha encontrado correlacién de los resultados de este test con
otro tipo de pruebas objetivas, sin embargo, su uso permite la diferenciacion del grado

de afectacién (Ozcura et al., 2007; Unli et al., 2012).
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La valoracion de los resultados obtenidos con este cuestionario, tras el uso de la
solucion experimental reflej6 mejoras estadisticamente significativas en las
puntuaciones de las preguntas relacionadas con la frecuencia de la sensacion de
irritacion y sequedad ocular. Sin embargo, aunque se documento un ligero incremento
con ambas soluciones para el test de Schirmer, en ninguno de los casos fue significativo.

Este efecto, estd en linea con lo observado previamente y refuerza el concepto
ya descrito de la dificultad de encontrar cualquier tipo de asociacion entre las diferentes
herramientas de monitorizacién, probablemente debido a disparidades en la etiologia y
a los diferentes criterios diagnosticos utilizados.(Onwubiko et al., 2016)

Una de las posibles causas de no haber observado diferencias significativas en
el test de Schirmer es el hecho de que el incremento en el volumen lagrimal asociado al
uso de sustitutos lagrimales es transitorio y sucede en los primeros minutos después de
la instilacion. Para evitar interferencias o fendmenos de dilucion en la evaluacion de la
concentracion de las moléculas pro-inflamatorias en la pelicula lagrimal se indic6 a los
pacientes que no utilizaran ninguna de las dos soluciones el propio dia de la visita. En
este caso, y al igual que sucedi6é durante la evaluacion de la seguridad y eficacia de la
solucién, la no obtencion de diferencias estadisticamente significativas podria deberse
al periodo transcurrido desde la dltima instilacion hasta la realizacion de la prueba.

Algunos autores consideran que el test de Schirmer es mas reproducible y
constituye una buena eleccién en pacientes con sintomatologia y grados de sequedad
ocular severa (Nichols et al., 2004). Sin embargo, los datos disponibles muestran que la
informacién que aporta en el diagnéstico y monitorizacion de pacientes con
sintomatologia de sequedad y/o irritacién ocular leve a moderada, como es el caso de
la muestra utilizada en este estudio, no es representativa y presenta gran variabilidad
(Paulsen et al., 2014; Tsubota et al., 1996).

La aparicién de inestabilidad de la pelicula lagrimal constituye uno de los signos
mMA&s comunes en pacientes con este tipo de sintomatologia. Por esta razon la valoracion

del tiempo de ruptura lagrimal es una de las pruebas mas realizadas en la practica clinica
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(Wolffsohn et al., 2017). A diferencia de lo observado en la evaluacion de la seguridad
y eficacia, en este estudio si se registrd6 un aumento estadisticamente significativo a los
tres meses de uso de la solucion experimental en la puntuacion del TFBUT. Esto sugiere
gue si bien la solucion de estudio puede tener un efecto positivo sobre la estabilidad,
éste no seria suficiente para llegar a producir un incremento significativo en parametros
como el volumen lagrimal.

Estudios previos de McCann y colaboradores, no reportaron diferencias
estadisticamente significativas en el TFBUT después del uso de una solucién con un
porcentaje de HPMC del 0.3%. Una concentracion superior a la de la solucién de estudio
(McCann et al., 2012). Este hallazgo, podria deberse a variaciones en el peso molecular
del polimero utilizado en la fabricacion de cada una de las soluciones o al propio efecto
de la adicion a la formula del extracto de Aloe vera.

Niveles elevados de MMP-9 revelan la presencia de procesos inflamatorios
asociados a alteraciones que afectan al epitelio de la superficie ocular y son
potencialmente responsables de la ralentizacién de procesos de cicatrizacion (Ollivier et
al., 2007; Sivak and Fini, 2002). Su activacion esta estrechamente ligada a la de otras
moléculas pro-inflamatorias, principalmente interleuquinas. Ha sido descrito que la IL-
18 es uno de los inductores mas potentes de la sintesis de ARNm de la enzima MMP-9
(Pflugfelder et al., 2002) y hallazgos previos sugieren que ambas citoquinas junto con
IL- 6 estan implicadas de forma directa en procesos inflamatorios, de degradacion y de
remodelacién tisular como los producidos en respuesta a fendbmenos de desecacion e
irritacién ocular (Acera et al., 2008; Enriquez-de-Salamanca et al., 2010; Lam et al.,
2009; Lee et al., 1994).

De acuerdo a investigaciones previas los valores normales de MMP-9 en la
pelicula lagrimal humana se encuentran en un intervalo de 3 a 40 ng/ml (Chan et al.,
2016; Sambursky and OBrien, 2011; Smith et al., 2001). Mientras que valores por
encima de 40 ng/ml revelarian grados mas severos de afectacion de la superficie ocular.

Algunos autores sugieren que la MMP-9 es un buen biomarcador para grados severos
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de sequedad ocular (Schargus et al., 2015) sin embargo, cuando el diagndstico es de
caracter leve o moderado, los niveles se pueden encontrar dentro de valores normales.
Por tanto, las pruebas diagndsticas estandarizadas s6lo servirian para clasificar sujetos
con alteraciones muy avanzadas (Messmer et al., 2016). Ademas, este tipo de
biomarcadores no son especificos para alteraciones relacionadas con la sequedad e
irritacién. Se pueden encontrar niveles elevados en otro tipo de patologias inflamatorias
de la superficie ocular sin estar relacionadas necesariamente con alteraciones de la
secrecion y/o del aumento de la tasa de evaporacion lagrimal, como queratoconjuntivitis
alérgica, queratitis fingica, ulceraciones corneales, pterigium y conjuntivocalasis (Acera
et al., 2008; Dohlman et al., 2016).

Los pacientes incluidos en el presente estudio mostraron niveles de MMP-9
antes y después de 1y 3 meses de uso de la solucién de estudio dentro del intervalo de
3 a 40 ng/ml pero muy alejados del limite superior. Este hallazgo se traduce en que si
bien los pacientes presentaban sintomatologia de sequedad e irritacién, el grado de
afectacion de la superficie ocular en la muestra no era severo ni en condiciones basales
ni después del uso de la solucion experimental, pese a haber observado una
disminucion estadisticamente significativa.

Los resultados de este estudio han corroborado los obtenidos por Burgalassi y
colaboradores. Dichos autores demostraron que una solucién oftalmica con Aloe vera
podria ser adecuada para el alivio de la sintomatologia de sequedad ocular (Burgalassi
et al., 2005). Estudios in vitro previos de Wozniak y colaboradores observaron el efecto
de un extracto de Aloe vera sobre células de epitelio corneal disminuyendo la produccién
de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 después de afadir el extracto en el medio de cultivo
(Wozniak and Paduch, 2012).

A diferencia de los resultados obtenidos en sus experimentos in vitro, el presente
estudio no ha reflejado diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IL-
1B después del uso de la solucion experimental. La sobreexpresién de esta interleuquina

ha sido descrita principalmente en grados mas severos de sequedad ocular asociados
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a patologias sistémicas como es el caso del sindrome de Sjoégren (Solomon et al., 2001).
Aunque se ha especificado la interaccion dinamica de ambas citoquinas en la superficie
ocular, es posible que los niveles de MMP-9 encontrados no estén relacionados con
variaciones significativas en la concentracion de formas activas de IL-1[3.

Ninguno de los sujetos incluidos en esta investigacion estaba diagnosticado de
grado severo de sequedad ocular, como es el caso de esta enfermedad autoinmune.
Esto sugiere que la no variacion en los valores de este biomarcador puede ser debida a
gque los pacientes presentaban estadios leves y moderados, y por tanto los niveles
serian proximos a los valores normales de un paciente sano.

A diferencia de lo observado para la IL-1p3, los niveles de IL-6 si descendieron
significativamente tras 3 meses de uso de la solucién experimental. Estudios previos
sostienen que valores elevados de este biomarcador estan asociados con los resultados
de la prueba de Schirmer y del tiempo de ruptura lagrimal (Fong et al., 2019). Sin
embargo, los hallazgos de este estudio, como se ha descrito con anterioridad, solo
reflejaron descenso en el TFBUT.

Este es el primer estudio en el que se investiga el efecto de una formulacién
oftdlmica basada en un extracto de Aloe vera e HPMC sobre la concentracion de
moléculas pro-inflamatorias en pacientes con sintomatologia de sequedad e irritacién
ocular.

La seleccién del ojo contralateral como control en este estudio se debe a la gran
variabilidad en la concentracion de moléculas pro-inflamatorias observada entre sujetos.
El uso de la solucién experimental en un ojo y de la solucién control en el contralateral
ha permitido la valoracion al mismo tiempo del efecto sobre los niveles de las citoquinas
evitando la posible influencia de condiciones ambientales diferentes.

Es necesario considerar que los resultados de este estudio no pueden atribuirse
exclusivamente a un efecto aislado del extracto de Aloe vera. Deben ser analizados e
interpretados como un efecto combinado de todos los ingredientes activos incluidos en

la formula. No hay datos suficientes para atribuir si el efecto se debe a la presencia del
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extracto de Aloe vera o de HPMC en la formula. Es necesaria mas investigacion para
entender este efecto asi como los posibles mecanismos involucrados en la disminucién
de la expresién de MMP-9 e IL-6.

Por otro lado, la irritacion provocada por la propia tira de Schirmer durante la
realizacion de la prueba puede haber producido un lagrimeo reflejo que enmascara
valores mas elevados de la concentracion de citoquinas antes de la realizacion de la
prueba (Holly, 1985; Ibrahim et al., 2011).

Otra de las limitaciones es el tamafio muestral empleado. Aunque fue suficiente
para observar diferencias estadisticamente significativas, seria interesante realizar
estudios incluyendo un mayor nimero de pacientes para confirmar estos resultados y el
posible papel de esta solucion humectante como tratamiento coadyuvante para

procesos inflamatorios asociados a sequedad e irritacion ocular.
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El disefio y desarrollo de productos sanitarios implica la realizacion y la
recopilacion de informacion de un gran numero de ensayos a nivel funcional y en el
ambito de la fabricacion del producto.

Los estudios experimentales incluidos en la presente tesis doctoral tanto a nivel
pre-clinico como a nivel clinico en los usuarios finales si bien han sido de especial
importancia s6lo han constituido una pequefia parte del proceso total necesario para la
aprobaciéon del producto por las entidades reguladoras y su posterior puesta en el
mercado.

El desarrollo pre-clinico representado en la fase in vitro de este trabajo hace
referencia al conjunto de estudios que se deben realizar en sistemas biolégicos
diferentes al ser humano para caracterizar la formula y la eficacia y seguridad del
producto antes de testarlo en los usuarios finales. La presentacién de la informacién
obtenida en estos ensayos pre-clinicos ha facilitado el permiso por parte de las
autoridades sanitarias para proceder a evaluar la seguridad y eficacia en los usuarios
finales.

Dentro de la fase in vivo del presente trabajo se ha incluido la evaluacién de la
seguridad y eficacia necesaria para la aprobacién de la comercializacion y dos ensayos
post-comercializacion solicitados por el fabricante con el objetivo de buscar nuevas
aplicaciones del producto.

La comercializacién del producto sanitario en todo el espacio europeo fue
autorizada inicialmente por el organismo notificado espafiol 0318. Esta entidad
reguladora lo categoriz6 como producto sanitario clase lla al estar destinado al alivio de
la irritacion y/o de la sintomatologia de sequedad ocular.

Una vez aprobada la comercializacion del producto se planted la evaluaciéon de
la humectacion de la superficie de lentes de contacto hidrofilicas tras la instilacion del
sustituto lagrimal en usuarios. Aunque el producto ya ostentaba el marcado CE cuando
se inicio el estudio, al ser utilizado en una indicacion diferente a la contemplada en el

procedimiento de evaluacion de la conformidad, se realizo, al igual que en el caso de la
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evaluacién de la seguridad y eficacia, de acuerdo a lo establecido para la realizacion de
investigaciones clinicas con productos sanitarios. Los resultados obtenidos en este
estudio fueron presentados a la autoridad regulatoria espafiola como estudio post-
comercializacién con el objetivo de afadir en el uso previsto del producto la lubricacion
y humectacion de lentes de contacto. La aprobacién de esta nueva aplicacién trajo
consigo un cambio en la clasificacion del producto sanitario a clase llb por estar su uso
previsto asociado a la utilizacién con lentes de contacto.

El dltimo estudio realizado ha consistido en evaluar el efecto de la instilacion del
producto sobre la concentracién de moléculas pro-inflamatorias en la pelicula lagrimal
de sujetos con sintomatologia de irritacion y/o sequedad ocular.

Entre los principales conflictos del uso de extractos herbales dentro del ambito
de los productos sanitarios esta definir el mecanismo a través del cual ejercen su accion.
El efecto del extracto de Aloe vera se encuentra en un limbo entre lo que estaria
considerado como un efecto fisico y lo que seria atribuible a mecanismos
farmacoldgicos. La variedad de compuestos presentes en el extracto abre la posibilidad
de atribuir el efecto final a varios mecanismos simultdneos. En este sentido, a la hora
de realizar la evaluacién de la documentacién técnica y clinica, la gran mayoria de
entidades certificadoras considera que los productos que contienen extractos herbales
se encuentran en un limite dudoso entre lo que estaria definido como un producto
sanitario y lo que seria un medicamento.

Los hallazgos de la evaluacion de la concentracion de moléculas pro-
inflamatorias han mostrado un descenso en dos de los marcadores mas importantes de
la enfermedad de ojo seco. Este efecto podria estar relacionado con el propio
mecanismo conjunto de captacién de agua del Aloe vera y la HPMC, evitando la
desecacion y por tanto la evolucion de la cascada inflamatoria asociada a la
sintomatologia de sequedad e irritacion y por mecanismos simultdneos asociados a

otras sustancias presentes en el extracto.
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Las caracteristicas de los productos sanitarios hacen que no sea posible utilizar
efecto anti-inflamatorio como claim. Por esta razén este ultimo estudio ha sido utilizado
Unicamente para respaldar un uso prolongado del producto y para conocer los posibles

efectos que produce a nivel de la superficie ocular en este tipo de pacientes.
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VI. CONCLUSIONES

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo, la evaluacion de
la seguridad y eficacia y la busqueda de nuevas aplicaciones de un sustituto lagrimal
basado en Aloe vera e hidroxipropilmetilcelulosa. Por lo tanto, del presente trabajo

experimental se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. La inclusién de un porcentaje de 1% de Aloe vera sobre una férmula base
con 0.2% de HPMC presenta un efecto beneficioso sobre la viabilidad celular
de un cultivo de células epiteliales corneales de la linea SIRC tras 10 minutos

de exposicion al agente irritante DMSO.

2. El analisis comparativo del efecto sobre la viabilidad celular de diferentes
sustitutos lagrimales comercializados ha mostrado que la solucién
experimental y la solucion con un 0.5% de carboximetilcelulosa son las que

proporcionan mejores resultados tras la exposicion al agente irritante DMSO.

3. La evaluacién de la seguridad y eficacia ha mostrado que la solucion
experimental basada en Aloe vera e HPMC es igual de segura que la solucién
control y presenta mayor eficacia en el alivio de la sintomatologia de irritacién

asociada a la enfermedad de ojo seco leve — moderada.

4. El analisis de la humectacién in vivo de la superficie de lentes de contacto
hidrofilicas ha mostrado mejoras estadisticamente significativas en la
evaluacion del parametro TFSQ en los 3 minutos iniciales tras la instilacién
de la solucién experimental, asi como un aumento en la satifaccion del

usuario y una disminucion en la AV de bajo contraste.
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5. El uso de la solucion basada en Aloe vera e HPMC durante 3 meses
proporciona alivio de la sintomatologia de sequedad e irritacion ocular y un
descenso significativo en la concentracion de las moléculas pro-inflamatorias

MMP-9 e IL-6 en la pelicula lagrimal de los usuarios.
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ANExos I

. ANEXO

ZOR lacrifresh

INDICACIONES: aloe
Lacrifresh Aloe es un producto multidosis sin conservante que esta
especialmente indicado para el alivio de las irritaciones leves de los ojos

provocadas por la contaminacion, ambientes secos y cargados de polvo, humo,
uso prolongado de lentes de contacto, agua clorada (piscinas) y otros agentes
irritantes.

PROS812,2

También esta indicado para la humectacion y lubricacion de lentes de contacto, En
usuarios de lentes de contacto proporciona una alta lubricacion facilitando su
colocacion, mejorando el confort visual y el porte de la lente. El producto es
compatible con todo tipo de lentes de contacto.

INSTRUCCIONES DE USO:

1. Lavar, aclarar y secarse las manos antes de la aplicacién. 2. Coger un frasco de
Lacrifresh Aloe, tirar del precinto de seguridad en sentido contrario a las agujas del
reloj y retirar la tapa protectora. 3. Uso directo: Instilar una o dos gotas en cada ojo y
parpadear varias veces. 4. Uso en lente de contacto: Aplicar una o dos gotas en la
cara interna de la lente antes de llevarla al ojo. 5. Después de cada administracion
vuelva a colocar la tapa protectora. 6. Utilizar el producto segin sus necesidades
hasta un méximo de 8 veces al dia. Fecha de /a tiltima revisién: 2017/03.

PRECAUCIONES:

+ No ingerir y mantener fuera del alcance de los nifios, + No usar el producto en caso
de alergia a alguno de sus componentes. * En caso de reaccién adversa o molestia,
consultar con un especialista. * Una vez abierto el frasco, utilizar el producto durante
un maximo de 90 dias. - Evitar que la punta del envase entre en contacto con los ojos
o cualquier otra superficie para evitar su contaminacion. + No apriete el frasco con la
tapa protectora colocada. * No utilizar el producto si el precinto de seguridad esta roto
0 ausente, o el envase esté dafiado. « Conservar el producto a temperatura ambiente.
+ No utilizar después de la fecha de caducidad. - No usar el producto en combinacién

4 con un tratamiento farmacolégico o cualquier otro producto que se aplique sobre la
T = superficie ocular, ya que podrian alterarse las funciones de ambos. + Mantener el
i frasco bien cerrado después de cada uso.

COMPOSICION: Aloe vera, hipromelosa, electrolitos esenciales (CF, Nar, Ca¥, K,
Mg?) en solucién acuosa, tamponada e isotbnica.

lacrifresh

GEBRUIK: a l oe

Lacrifresh Aloe is een conserveermiddelvrij product voor multidosering,
speciaal bestemd voor het verlichten van de symptomen van milde
oogirritaties door verontreiniging, droge of stoffige omgevingen, rook, verlengd
get;iruik van contactlenzen, gechloreerd water (zwembaden) en andere irriterende
stoffen.

Het is ook aangewezen voor de bevochtiging en lubrifiéring van contactlenzen. Voor
de dragers van contactlenzen biedt het een uitstekende lubrifiring, wat het indoen
van de lens vergemakkelijkt, het visueel comfort verhoogt en het dragen van de lens
verbetert. Dit product is compatibel met alle soorten contactlenzen.

GEBRUIKSAANWIZING:

1, Was, si)oel en droog uw handen alvorens dit product te gebruiken. 2. Neem een
fles Lacrifresh Aloe, draai de verzegeling linksom en verwijder de beschermdop. 3.
Direct gebruik: breng één of twee druppe?s aan in elk oog en knipper meermaalg. 4,
Gebruik met contactlenzen: één of twee druppels op de binnenkant van beide lenzen
druppelen alvorens deze op het oog te plaatsen. 5. De beschermdop na iedere
toediening terugplaatsen. 6. Gebruik het product, naargelang uw behoeften, tot 8 keer
per dag. Datum van laatste herziening: 2017/03.

VOORZORGSMAATREGELEN:
+ Niet inslikken en buiten het bereik van kinderen houden. + Gebruik het product niet
als u allergisch bent voor een van de bestanddelen. + Als u oogirritatie of een
bijwerking ondervindt, gelieve een specialist te raadplegen. + Als de fles eenmaal is
geopend, kan het product maximaal 90 dagen worden gebruiki. * Zorg ervoor dat de
punt van de fles niet met de ogen of enig ander oppervlak in aanraking komt, om
besmetting te voorkomen, = Niet in de fles knijpen met de beschermdop erop. + Het
ﬁroduct niet gebruiken als de verzegeling is verbroken of ontbreekt, of wanneer de
es is beschadigd. « Het product bij kamertemperatuur bewaren. + Het product niet
ebruiken na de vervaldatum. - Het product niet gebruiken in combinatie met een
armacologische behandeling of andere producten die op het oogopperviak worden

C € aanFebracht, omdat de werking van beide mogelijk wordt beinvioed. * Na elk gebruik
mm de fles zorgvuldig sluiten.

0318 SAMENSTELLING:
AVIZOR S.A. Aloé vera, hypromellose, essentiéle elektrolyten (Cl, Na*, Ca, K*, Mg™) in waterige,
La cafiada 13-17 gebufferde, Isotone oplossing.

28850 Torrejon de Ardoz, Madrid (SPAIN)

245




II. ANEXO

ARTICULOS PUBLICADOS (6)

GONZALO CARRACEDO; CANDELA RODRIGUEZ POMAR; AMAIA
MARTIN HERMOSO; ALBA MARTIN GIL; JESUS PINTOR. “Post-lens
tear turbidity and visual quality after scleral lens wear”. Journal of
Clinical & Experimental Ophthalmology.

GONZALO CARRACEDO; MARIA SERRAMITO BLANCO; ALBA
MARTIN GIL; ZICHENG WANG; CANDELA RODRIGUEZ POMAR,;
JESUS PINTOR. “Post-lens tear turbidity and visual quality after
scleral lens wear”. Clinical & Experimental Optometry. 2017; 100(6):
577-582.

CANDELA RODRIGUEZ POMAR; JESUS PINTOR; BASILIO
COLLIGRIS; GONZALO CARRACEDO. “Therapeutic inhibitors for the
treatment of dry eye syndrome”. Expert opinion on pharmacotherapy.
2017; 18(7): 1855-1865.

GONZALO CARRACEDO; CRISTINA PASTRANA,; MARIA
SERRAMITO; CANDELA RODRIGUEZ POMAR. “Evaluation of tear
meniscus by optical coherence tomography after different sodium
hyaluronate eyedrops instillation”. Acta Ophthalmologica. 2019; 92(2):
e162-e169.

GONZALO CARRACEDO; ALEJANDRO MARTINEZ-AGUILA,
CANDELA RODRIGUEZ POMAR; JULIA BODAS ROMERO; JUAN
SANCHEZ-NAVES:; JESUS PINTOR. “Effect of nutritional supplement
based on melatonin on the intraocular pressure in normotensive
subjects”. International ophthalmology. 2020; 40(2): 419-422.
CARLOS CARPENA TORRES; JESUS PINTOR; FERNANDO HUETE-

TORAL; CANDELA RODRIGUEZ POMAR; ALEJANDRO MARTINEZ

246




L
AGUILA; GONZALO CARRACEDO. “Preclinical development of

artificial tears based on an extract of Artemia salina containing

dinucleotides in rabbits”. Current Eye Research. 2020; 7: 1-5.

247




COMUNICACIONES Y CONTRIBUCIONES A CONGRESOS (29)

e Titulo del trabajo: TINCIONES CORNEALES DE ETIOLOGIA
MECANICA DERIVADAS DEL USO DE LENTES DE CONTACTO Nombre del
congreso: VISER (Vision Sciences and Eye Research Meeting) Tipo evento:
Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Poster Ciudad de
celebracion: Santiago de Compostela Fecha de celebracion: 22-23 de Noviembre
de 2014 Ciudad entidad organizadora: Santiago de Compostela, Espafia CANDELA
RODRIGUEZ POMAR

e Titulo del trabajo: Ocular surface Temperature and osmolarity in Sjégren
syndrome patients; Nombre del congreso: CIOCV 2015 (Congresso Internacional
de Optometria e Ciéncias da Vis&o) Tipo evento: Congreso Ambito geogréfico:
Internacional Tipo de participacion: Poster Ciudad de celebracion: Braga, Portugal
Fecha de celebracién: 25-26 Abril 2015 Ciudad entidad organizadora: Braga,
Universidade do Minho, CANDELA RODRIGUEZ POMAR; AMAIA MARTIN
HERMOSO; ALBA MARTIN GIL; JESUS PINTOR; GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Temperatura de la superficie ocular en pacientes con
sindrome de Sjogren: OPTOM 2016 (Congreso Internacional de Optometria,
Contactologia y Optica Oftalmica) Tipo evento: Congreso Ambito geogréfico:
Internacional Tipo de participacion: Poster Ciudad de celebracion: Madrid, Espafia
Fecha de celebracién: 8-10 Abril 2016 Ciudad entidad organizadora: Madrid,
ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; CANDELA RODRIGUEZ POMAR; AMAIA
MARTIN HERMOSO; ALBA MARTIN GIL; JESUS PINTOR, MARIA JESUS PEREZ
DE LARA, GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Evaluacion de marcadores de ojo seco tras el uso de
lentes de contacto esclerales; Nombre del congreso: OPTOM 2016 (Congreso
Internacional de Optometria, Contactologia y Optica Oftalmica) Tipo evento:

Congreso Ambito geogréfico: Internacional no UE Tipo de participacion:
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Comunicacioén oral Ciudad de celebracion: Madrid, Espafia Fecha de celebracion:
8-10 Abril de 2016 Ciudad entidad organizadora: Madrid; MARIA SERRAMITO
BLANCO; ALBA MARTIN GIL; CANDELA RODRIGUEZ POMAR; JESUS
CARBALLO; JESUS PINTOR; GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Evaluaciobn de biomarcadores moleculares en
pacientes con Sindrome de Sjogren Nombre del congreso: OPTOM 2016 (Congreso
Internacional de Optometria, Contactologia y Optica Oftalmica) Tipo evento:
Congreso Ambito geogréafico: Internacional Tipo de participacién: Comunicacion
oral Ciudad de celebracién: Madrid, Espafia Fecha de celebracion: 8-10 Abril 2016
Ciudad entidad organizadora: Madrid CANDELA RODRIGUEZ POMAR; AMAIA
MARTIN HERMOSO; ALBA MARTIN GIL; MARIA JESUS PEREZ DE LARA;
MARIA SERRAMITO; JESUS PINTOR; GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Sensitivity and Specificity of diadenosine
tetraphosphate as dry eye biomarker; Nombre del congreso: CIOCV 2016
(Congresso Internacional de Optometria e Ciéncias da Visdo) Tipo evento:
Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Poster Ciudad de
celebracion: Braga, Portugal Fecha de celebracion: 23-24 Abril 2016 Ciudad entidad
organizadora: Braga Universidade do Minho. CANDELA RODRIGUEZ POMAR;
MARIA SERRAMITO; FERNANDO HUETE TORAL; JESUS PINTOR; GONZALO
CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Postlens tear turbidity and visual quality after scleral
lens wear. Nombre del congreso: GSLS 2017 (Global Specialty Lens Symposium)
Tipo evento: Congreso Ambito geografico: Internacional Tipo de participacion:
Poéster Ciudad de celebracion: Las Vegas, Estados Unidos de América Fecha de
celebracién: 26-29 Enero 2017 Ciudad entidad organizadora: Estados Unidos de
América GONZALO CARRACEDO, MARIA SERRAMITO, CANDELA RODRIGUEZ

POMAR, ALBA MARTIN GIL, JESUS CARBALLO, JESUS PINTOR.
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e Titulo del trabajo: Evaluation of the antiinflammatory effect of an
humectant solution base on Aloe vera Nombre del congreso: CIOCV 2017
(Congresso Internacional de Optometria e Ciéncias da Visdo) Tipo evento:
Congreso Ambito geografico: Internacional Tipo de participacion: Péster Ciudad de
celebracion: Braga, Portugal Fecha de celebracion: 22-23 Abril 2017 Ciudad entidad
organizadora: Braga, Universidade do Minho CANDELA RODRIGUEZ POMAR,;
MARIA SERRAMITO BLANCO; CARLOS CARPENA TORRES, MARIA JESUS
PEREZ DE LARA; GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: In vivo wettability changes after tear substitutes
instillationin hydrophilic contact lens users Nombre del congreso: CIOCV 18
(Congresso Internacional de Optometria e Ciéncias da Visdo) Tipo evento:
Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Poster Ciudad de
celebracion: Braga, Portugal Fecha de celebracion: 28-29 Abril 2018 Ciudad entidad
organizadora: Braga, Universidade do Minho CANDELA RODRIGUEZ POMAR,;
CRISTINA PASTRANA; CARLOS CARPENA TORRES; JESUS PINTOR;
GONZALO CARRACEDO

e Titulo del trabajo: How long should it be waited to evaluate soft contact
lenses after its insertion? Nombre del congreso: CIOCV 18 (Congresso
Internacional de Optometria e Ciéncias da Visdo) Tipo evento: Congreso Ambito
geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Péster Ciudad de celebracion:
Braga, Portugal Fecha de celebracion: 28-29 Abril 2018 Ciudad entidad
organizadora: Braga, Universidade do Minho CRISTINA PASTRANA; CARLOS
CARPENA; CANDELA RODRIGUEZ POMAR; MARIA SERRAMITO; GONZALO
CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Sensibilidad y especificidad del diadenosina
tetrafosfato como biomarcador objetivo de ojo seco Nombre del congreso: OPTOM
2018 (Congreso Internacional de optometria, contactologia y 6ptica oftalmica) Tipo

de evento: Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Péster
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Ciudad de celebracién: Madrid, Espafia Fecha de celebracion: 13-15 Abril 2018
Ciudad entidad organizadora: Madrid CANDELA RODRIGUEZ POMAR, MARIA
SERRAMITO, FERNANDO HUETE, MARIA JESUS PEREZ DE LARA, JESUS
PINTOR, GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: Evaluacién de las propiedades humectantes e anti-
inflamatorias de una solucién basada en Aloe vera Nombre del congreso: Optom
2018 (Congreso Internacional de optometria, contactologia y éptica oftdlmica) Tipo
de evento: Congreso Ambito geografico: Internacional Tipo de participacion:
Comunicacion oral Ciudad de celebracién: Madrid, Espafia Fecha de celebracion:
13-15 Abril 2018 Ciudad entidad organizadora: Madrid GONZALO CARRACEDO;
CANDELA RODRIGUEZ POMAR, CARLOS CARPENA; MARIA SERRAMITO,
MARIA JESUS PEREZ DE LARA, JESUS PINTOR.

o Titulo del trabajo Estabilizacion de la humectacién in vivo, comfort y
calidad visual tras la insercion de lentes de contacto hidrofilicas Nombre del
congreso: OPTOM 2018 (Congreso Internacional de optometria, contactologia y
Optica oftalmica) Tipo de evento: Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo
de participacién: Poéster Ciudad de celebracién: Madrid, Espafa Fecha de
celebraciéon: 13-15 Abril 2018 Ciudad entidad organizadora: Madrid CANDELA
RODRIGUEZ POMAR; CRISTINA PASTRANA; CARLOS CARPENA; MARIA
SERRAMITO; GONZALO CARRACEDO.

e Titulo del trabajo: In vitro and in vivo correlation between osmolarity and
nucleotides in Sjogren syndrome patients Nombre del congreso: CIOCV 19
(Congresso Internacional de Optometria e Ciéncias da Visdo) Tipo evento:
Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Poster Ciudad de
celebracion: Braga, Portugal Fecha de celebracion: 4-5 Mayo 2019 Ciudad entidad
organizadora: Braga, Universidade do Minho CANDELA RODRIGUEZ POMAR;
AMAIA MARTIN HERMOSO; ALBA MARTIN GIL; ANA GUZMAN ARANGUEZ;

JESUS PINTOR; GONZALO CARRACEDO; JESUS PINTOR.
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e Titulo del trabajo: Evaluation of the anti-inflammatory effect of an
ophthalmic tear substitute base don a combination of Aloe vera and
hydroxypropylmethylcellulose Nombre del congreso: PhDay Complutense Tipo de
evento: Congreso Ambito geogréfico: Internacional Tipo de participacion: Péster
Ciudad de celebracion: Madrid, Espafia Fecha de celebracion: 7 Noviembre 2019
Ciudad entidad organizadora: Universidad Complutense de Madrid CANDELA
RODRIGUEZ POMAR; MARIA SERRAMITO BLANCO; CARLOS CARPENA.

e Titulo del trabajo: Stimulation of tear secretion with eye drops base don
an extract of Artemia salina containing dinucleotides in rabbits Nombre del
congreso: ARVO Annual Meeting Abstract Tipo evento: Congreso Ambito
geografico: Internacional Tipo de participacion: Pdster (Presentacion online) Ciudad
de celebracion: Baltimore, Estados Unidos de América Fecha de celebracion: 3-7
Mayo 2020 Ciudad entidad organizadora: Baltimore CARLOS CARPENA TORRES;
JESUS PINTOR; FERNANDO HUETE TORAL; CANDELA RODRIGUEZ POMAR;

ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; GONZALO CARRACEDO.
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