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1. LA CORNEA

La visidn es una funcién compleja que requiere del correcto funcionamiento de todas las
estructuras que componen la via visual, desde el componente refractivo, pasando por el
sistema receptor, la transmision de los impulsos fotoeléctricos a través del nervio dptico

hasta el cerebro y la integracion y el analisis de la informacion en la corteza occipital.

La cdrnea, junto con la pelicula lagrimal, actia como principal elemento refractivo del eje
visual. Ademas de su funcion refractiva, la cornea también participa en el sistema de
defensa mecanica y bioldgica del ojo.! Igualmente, la anatomia del epitelio corneal con sus
uniones intercelulares estrechas y junto con los componentes celulares y quimicos de la
conjuntiva y de la pelicula lagrimal, proporciona un papel protector ante potenciales
agentes patdgenos.

Para el correcto desempefio de su funcion refractiva, la cdrnea posee una estructura Unica
que le permite mantener la transparencia en condiciones fisioldgicas, lo que permite una
propagacion eficiente de la luz. La arquitectura del estroma es, en gran medida, la
responsable de estas caracteristicas especificas que le confieren su transparencia, aunque
el correcto funcionamiento tanto del endotelio como del epitelio es también esencial para

mantenerla.

1.1 ANATOMIA DE LA CORNEA

La cornea es un tejido avascular transparente en contacto con la pelicula lagrimal por su
cara externa y con el humor acuoso por su cara interna. Junto con la esclera, la cornea da
forma a la estructura externa del globo ocular y juntas representan la estructura vital mas
importante expuesta al exterior de toda la anatomia. La zona de transicidn entre la cornea,
la esclera y la conjuntiva se denomina limbo esclerocorneal, estructura anatémica en la que
se encuentran las células pluripotenciales (stem cell) encargadas de los procesos de

regeneracion del epitelio corneal.?

La superficie corneal anterior es convexa y asférica y su morfologia oval. Su didametro
horizontal mide entre 11 y 12 mm y es mayor que el vertical, cuyo didmetro medio oscila
entre 9 y 11mm.3# Los radios de curvatura anterior y posterior de la cornea son de 7,8 y
6,5 mm de media, respectivamente, y son menores a los del componente escleral. Esta
diferencia entre estos radios anterior y posterior de la cornea hace que sea mas fina en el
centro (0,52 mm) que en la periferia (0,70 mm).! Tanto la superficie anterior como la

posterior de la cérnea contribuyen a la funcion dptica que desempena. Su indice de
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refraccion es de 1,376 y refleja la suma de las refracciones a nivel de la interfase lagrima-
cérnea y de la interfase cérnea-humor acuoso.’> El dioptrio corneal anterior, con una
potencia convergente de unas 48,33 dioptrias, contribuye a mas de tres cuartas partes de
la refraccion total del ojo (unas 60 dioptrias). El dioptrio corneal posterior es divergente y

su potencia es de unas -6,15 dioptrias.®

1.1.1. ESTRATOS CORNEALES
Histoldgicamente, la cornea humana esta formada por seis capas: 1) epitelio, 2) membrana

de Bowman, 3) estroma, 4) capa de Dua, 5) membrana de Descemet y 6) endotelio.

1.1.1.1. Epitelio

El epitelio corneal es un epitelio poliestratificado no queratinizado y cilindrico de células
escamosas Yy representa aproximadamente el 10% del espesor corneal total (50 ym).” Sus
caracteristicas son similares a las de la epidermis cutanea con la salvedad de que, como ya
se ha mencionado, el epitelio corneal no esta queratinizado en condiciones fisioldgicas. En
su espesor podemos distinguir de 5 a 7 capas celulares con tres tipos celulares bien
diferenciados: una monocapa de células columnares basales, de dos a tres capas de células
intermedias aladas y dos o tres capas de células superficiales. Las células superficiales son
aplanadas y poligonales, con un didmetro que oscila entre las 40 y 60 pm y un grosor de
entre 2 y 6 ym y su superficie estd cubierta de microvellosidades.® Esta rugosidad
contribuye a estabilizar la pelicula lagrimal junto con las glicoproteinas de membrana que
forman el glicocalix.® Por microscopia electrénica se pueden distinguir dos tipos de células
superficiales: células grandes oscuras y células pequefas claras.!® Las células intermedias
aladas presentan un estado de maduracion intermedio entre las células basales y las
superficiales. Es caracteristico el gran nimero de desmosomas y uniones estrechas que
hay entre este tipo de células. Las células basales presentan una monocapa de células de
morfologia cuboidea que se asienta sobre la membrana basal a la que se adhieren por
hemidesmosomas. Estas células basales estan unidas entre si por desmosomas, uniones

estrechas y uniones tipo zénula adherens. 1!

Las células epiteliales proliferan a partir de células madre (stem cells) del limbo corneal y
migran siguiendo un movimiento centripeto hasta sustituir las células descamadas del apex
corneal. Este fendmeno migratorio centripeto de las células epiteliales desde la periferia al
centro es el responsable de la regeneracion epitelial tanto en condiciones fisioldgicas como
en los procesos de reparacion de un defecto epitelial.!? La teoria X,Y,Z de Thoft y Friend
que se basa en este proceso de proliferacion, migracion centripeta y descamacion

preferencial, postula que las células descamadas son continuamente reemplazadas por

4
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células tanto basales como periféricas (componentes X e Y).13 La teoria de las células
madre o stem cell, vigente en la actualidad, destaca la importancia del limbo esclero-
corneal como reservorio de esas células madre necesarias para el correcto funcionamiento

del los procesos de regeneracion del epitelio corneal.!#

1.1.1.2 Membrana de Bowman

Situada justo inmediatamente por detras de la membrana basal epitelial, la denominada
membrana de Bowman (MB) no es una verdadera membrana basal.” Se trata de una
estructura acelular de unas 12 pm de grosor compuesta por fibras de colageno tipo I y
proteoglicano ordenadas de forma aleatoria. Su limite anterior esta bien definido bajo la
lamina densa de la membrana basal epitelial y es relativamente liso. Por el contrario, el
limite posterior esta peor definido y presenta abundantes imbricaciones con haces

estromales que le confieren la gran cohesidn existente entre el estroma corneal y la MB.1>

Esta estructura caracteristica de la cérnea humana no estd presente en todos los
mamiferos y, de hecho, los ojos de conejo estan desprovistos de ella. Sin embargo, y a

pesar de ello, el epitelio corneal de estos ojos esta bien organizado.

1.1.1.3. Estroma

El estroma corneal es la capa mas gruesa y representa mas del 90% del grosor corneal
total. Muchas de las caracteristicas especificas de la cdrnea, como son su gran resistencia,
estabilidad, forma y transparencia, se deben en gran medida a las propiedades anatémicas

y biomecanicas del estroma.”

El estroma corneal es un tejido conectivo denso que contiene matriz extracelular (MEC),
queratocitos y fibras nerviosas. La cornea humana contiene entre 2 y 3,5 millones de
queratocitos!® que representan entre un 9 y un 17% del volumen total del estroma.!” Los
queratocitos presentan una estructura similar a los fibroblastos con un extenso
citoesqueleto intracelular rico en actina. Esta organizacion les confiere una gran capacidad
contractil que es fundamental para la conservacion de la morfologia corneal. Igualmente,
los queratocitos son esenciales para el mantenimiento de la matriz estromal ya que van a
sintetizar el colageno y los glucosaminoglicanos que la forman, asi como las enzimas
(metaloproteasas de matriz extracelular (MMP), entre otras) que la degradan. De este
modo, la homeostasis estructural y biomecanica del estroma se mantiene por la regulacién

celular de la sintesis y degradacién de los componentes de matriz extracelular.!
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La mayoria del volumen restante constituye la MEC, formada por colageno y
proteoglicanos. El coldgeno representa mas del 70% del peso seco de la cérnea y es
predominantemente del tipo I, aunque también hay colageno III, V, VI y XII en menor
medida.!81%20 E| colageno tipo V se sitla en el centro de las fibrillas mientras que el
colageno tipo I se encuentra en la superficie. Los proteoglicanos estan compuestos de
nlcleos proteicos (lumican, queratocan, mimecan) a los que se unen, mediante uniones
covalentes, las cadenas de polisacaridos o glucosaminoglicanos responsables de mantener
las distancias constantes entre las fibrillas de colageno.! El glucosaminoglicano mas
frecuente es el queratan-sulfato, seguido por el dermatan-sulfato. Ambos se ligan a las
fibrillas de colageno y absorben gran cantidad de agua aunque la hidrataciéon corneal esta
mayoritariamente regulada por la bomba endotelial.! El queratan-sulfato, de localizacion
posterior en el estroma, absorbe y cede agua con mas facilidad que el dermatan-sulfato,
de localizacién mas anterior. Esto se ha relacionado con la dinamica de hidratacion corneal
en funcidén de la profundidad estromal.?! Otros glucosaminoglicanos como el condroitin-

sulfato, heparan-sulfato o el acido hialurdnico no se ligan a fibrillas de colageno.!

La transparencia del estroma corneal se debe en gran medida a la estructura tridimensional
regular de las fibrillas de coldgeno que se organizan en haces paralelos de 300-500
laminillas.?? 23 Cada laminilla tiene una orientacion diferente a las que tiene por encima y
por debajo y cualquier alteracion en su estructura puede dar lugar a una pérdida de
transparencia. Las fibras de colageno de las laminillas tienen un diametro de entre 22,5 y
35 nm y una longitud de entre 10 y 300 nm. Tal y como se ha mencionado previamente,
estan unidas entre si por moléculas de proteoglicano que seran las responsables de

mantener constante esta distancia (41,4 + 0,5 nm) entre fibras de colageno.*

Las teorias clasicas que explican la transparecia de la cérnea, como la teoria de la Interfase
“the Interface Theory' de Maurice® del ano 1957 o la de Goldman y Bendek?®> de 1967, se
centran en la propagacion de la luz a través de la MEC de la cdrnea. Segun Maurice, la
MEC es transparente debido a la disposicidon en enrejado uniforme que forman las fibras de
colageno y al didmetro constante de los espacios entre éstas, de manera que la luz
dispersada por cada una de las fibrillas de coldgeno es neutralizada por otra onda
electromagnética en fase opuesta proveniente de una fibrilla de colageno adyacente,
mientras que la luz no dispersada puede ser propagada a través del estroma. Goldman y
Benedek afadieron el criterio espacial a esta teoria de manera que, segun ellos, la
transparencia del estroma se debe a las fluctuaciones de los indices de refraccion (IR) que
ocurren en distancias muy pequefias.?®> Sin embargo, ninguna de estas teorias tiene en

cuenta el papel de los queratocitos, que han sido ignorados para reducir la complejidad de
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los modelos de transparencia corneal.?® Sabemos que los nlcleos de los queratocitos
pueden dispersar la luz y por lo tanto las teorias sobre transparencia han de tener en
consideracion los cambios en los IR y las propiedades de dispersion cuando la luz pasa
desde la MEC, a través del plasmalema, el citoplasma, las estructuras sub-celulares y de
nuevo en la direccién opuesta. De hecho, se conoce que una diferencia marcada entre los
indices de refraccién de los queratocitos y la MEC circundante puede dar lugar a la
presencia de haze e importante pérdida de transparencia.?’?8 Las cristalinas son unas
proteinas globulares solubles en agua, muy abundantes en el citoplasma de los
queratocitos, que poseen la capacidad de suavizar las fluctuaciones de IR dentro del

citoplasma y ajustarlos con el IR de la MEC.28

1.1.1.5. Capa de Dua (CD)?*°

En un articulo reciente, Dua y colaboradores, tras analizar histoldgicamente mediante
inmunohistoquimica y microscopia electrénica de transmision una serie de especimenes
corneales y anillos cdrneo-esclerales en los que se procedid a realizar una técnica de "gran
burbuja” o big bubble technique (BB), describen la presencia de una nueva capa en la
cérnea a la que denominan capa de Dua (CD).?’ La CD presenta un plano de clivaje con el
estroma posterior que se pone de manifiesto tras la inyeccién de aire intraestromal
mediante la técnica BB que diseca un area central de unos 9 mm de didametro entre el
estroma posterior y la CD. Esta nueva capa (CD) esta formada por mdltiples lamelas finas
(de 5 a 8) dispuestas en un patrén longitudinal, tangencial y oblicuo que se sitGa justo por
encima de la membrana de Descemet. Su grosor medio es de 10,15 +/- 3,6 um (rango
6,3-15,83 pm).

1.1.1.6. Membrana de Descemet

La membrana de Descemet (MD) es una gruesa lamina basal de entre 10 y 12 pm
sintetizada por el endotelio y, a diferencia de la membrana de Bowman, es una verdadera
membrana basal.3® Su grosor aumenta en la periferia de la cornea, terminando en un haz
de fibras circulares que conforman la linea de Schwalbe. Los andlisis histoldgicos han
mostrado que se trata de una estructura estratificada que se compone de diferentes capas:
una capa fina sin bandas de 0,3 um situada junto al estroma, otra capa anterior con

bandas de entre 2 y 4 um y una estructura amorfa posterior sin bandas de 4 pm.3!

Se compone principalmente de fibrillas de colageno tipo IV, laminina y fibronectina que se
disponen formando una estructura tridimensional ordenada.3?33 Su funcién principal es
estructural, permitiendo una distribucién uniforme de la tension a lo largo de la cérnea e

impidiendo las deformaciones groseras del tejido corneal.
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1.1.1.7. Endotelio

El endotelio corneal es una monocapa de células hexagonales espaciadas regularmente y
que forman la barrera entre la cérnea y el humor acuoso. Las células que componen el
endotelio corneal presentan un grosor medio de 5 ym y su didmetro medio ronda las 20
pum.3% Estas células endoteliales contienen un gran ndcleo y abundantes organulos
citoplasmaticos (mitocondrias, ribosomas y drganos de Golgi) debido a su alta actividad

metabdlica y secretora.

La densidad media de las células endoteliales va disminuyendo a lo largo de la vida. Se
estima que al nacimiento, el endotelio humano posee una media de 3500 células por mm?,
cifra que se reduce en los primeros cinco anos de vida.343> Posteriormente, a partir de los
18 afios, se ha observado una reduccion anual del 0,6% en la densidad endotelial, pérdida
que se mantendra de forma casi constante a lo largo de la vida.®* Ademas de la edad, la
inflamacién, los traumas y la cirugia también han demostrado ser causantes de una

reduccion del nimero de células endoteliales.3”

El coeficiente de variacion medio del area celular es un valor de gran utilidad clinica y es de
0,25 en una cornea normal. El incremento en la variabilidad de este coeficiente es lo que
conocemos como polimegetismo. Del mismo modo, el porcentaje de hexagonalidad de las
cérneas sanas ronda el 80% y conocemos como pleomorfismo la desviacion de esta
hexagonalidad por debajo del 60%. La variacidén en el tamafio y forma de las células
endoteliales son indicadores mas especificos de dafio que la propia densidad celular.3® La
pérdida o dafno de las células endoteliales produce un aumento de la absorcién de agua

por el estroma corneal induciendo un edema estromal.

Ademas de su funcién como barrera mecanica, la principal funcién del endotelio corneal es
la de actuar como bomba que regula el contenido de agua del estroma corneal.3® Para ello,
las células endoteliales poseen sistemas de transporte de iones: ATPasas de Na*/K* en la
membrana basolateral y canales de Na*/H* que regulan el gradiente de sodio entre el
humor acuoso (143 mEq/l) y el estroma (134 mEg/l). Existe también una difusion de CO2
en el citoplasma de estas células que junto con agua forman iones de bicarbonato y que
esta catalizada por la enzima anhidrasa carbdnica.! Mas recientemente, se han descubierto

canales proteicos de agua llamados acuoporinas.*
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1.2. NUTRICION/METABOLISMO DE LA CORNEA

La transparencia es esencial para el correcto desempefio de las funciones dpticas de la
cérnea. Esta transparencia corneal se consigue gracias a una ordenada estructura tisular y
a la ausencia de vascularizacién en la cdrnea central. Los metabolitos (oxigeno (02) y
glucosa) y los productos de desecho (CO:2 o lactato) difunden a través de la cdrnea desde
la pelicula lagrimal, el humor acuoso y los vasos esclerales cercanos al limbo

esclerocorneal.#!

El suministro de oxigeno al ojo varia en funcion de si el ojo esta abierto o cerrado. Con el
ojo abierto, el O2 se suministra a través del O. atmosférico diluido en la pelicula lagrimal
donde se encuentra a una presion parcial de 155 mmHg y en menor medida a través del
humor acuoso. Con el ojo cerrado, el O2 proviene de los vasos esclerales y limbares y los
vasos sanguineos del borde libre palpebral (presidon parcial de sangre venosa 55mmHg).*2
Esta diferencia en el suministro de oxigeno con el ojo abierto y cerrado explica que por la
noche se produzca un incremento del grosor corneal de aproximadamente un 4% junto

con cambios en el endotelio corneal.*344

La glucosa es el principal sustrato metabdlico de todas las células corneales y proviene
principalmente del humor acuoso, desde donde se transporta a través de canales por el
endotelio y por difusion pasiva a través del estroma*! y, en menor medida, por difusion a
través de la pelicula lagrimal y de los vasos limbares.* La cornea consume de 40 a 90 ug
de glucosa por hora.*! En condiciones aerobias las células corneales obtienen la energia en
forma de adenosin trifosfato (ATP) a partir de la glicolisis aerobia. Los depdsitos de
glucdgeno epiteliales se reservan para situaciones de metabolismo anaerobio en las que la
disponibilidad de glucosa libre es insuficiente.*?

1.3. INERVACION CORNEAL

A pesar de la naturaleza avascular de la cérnea, se trata de un tejido ricamente inervado
por terminaciones nerviosas sensitivas. La inervacion corneal proviene mayoritariamente de
las ramas maxilar y oftdlmica del V nervio craneal o trigémino y posee también
terminaciones nerviosas simpaticas. Estos troncos nerviosos penetran el estroma corneal y
se distribuyen siguiendo un patrén radial paralelo a la superficie corneal. En su mayoria se
encuentran en el estroma anterior desde donde emiten ramas, través de un giro de 909,
que penetran la membrana de Bowman y se distribuyen bajo el epitelio formando el plexo
nervioso sub-basal (ver Figura 1).% Una vez los nervios penetran la cdrnea, pierden el

recubrimiento de mielina y se hacen practicamente invisibles clinicamente. Se estima que la
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cornea humana posee aproximadamente 7000 nociceptores por mm? (entre 3 y 400 veces

mayor que la epidermis).*

Figura 1. Imagen por MCIV del plexo Nervioso sub-basal.

Los nervios corneales se encuentran habitualmente en estrecho contacto con los
queratocitos. La comunicacion, via mediadores solubles tipo la sustancia P, entre las células
nerviosas, células epiteliales, queratocitos y probablemente también con las células
endoteliales, es esencial para la homeostasis y el correcto funcionamiento de la cérnea.¥
La denervacion corneal da lugar a un menor metabolismo celular y un aumento de la
permeabilidad celular, lo que conduce a un menor nivel de neurotransmisores y una menor
proliferacién celular. De este modo puede haber erosiones epiteliales, sin evidencia de

trauma, debido a un gran turn-over de células epiteliales.*®

2. EL OJO DE CONEJO

2.1. ANATOMIA DEL GLOBO OCULAR EN EL CONEJO

El ojo de conejo es relativamente grande en relacion al tamafio del animal y la proporcién
relativa del tamafio de sus estructuras difiere de la humana. La longitud axial media es de
16 mm, y los didmetros vertical y horizontal de 17 y 18 mm respectivamente.*
Posteriormente, Bozkir describe una longitud axial media de 15,12 mm, un didmetro
corneal horizontal medio de 13,41 y didmetro vertical medio de 13,02 mm en conejos New

Zealand de entre 2 y 3 kg, siendo estas medidas sensiblemente superiores a los valores

10



INTRODUCCION

medios en humanos.>® Su grosor es variable entre el centro y la periferia, siendo 0,45 mm

en area limbar y 0,37 mm en el centro.

Su radio de curvatura medio es de 7,26 mm vy difiere de la del humano, presentando
habitualmente una queratometria central de 46,5 dioptrias de media.>® La cdmara anterior
es profunda en el centro y se estrecha considerablemente en periferia, mostrando un
evidente abombamiento del iris. La cdmara posterior es estrecha y los procesos ciliares
invaden ampliamente la cara posterior del iris. El cristalino es mas grande y esférico que el

humano, especialmente en su cara posterior.

2.2. HISTOLOGIA DE LA CORNEA DE CONEJO

El dato mas caracteristico de la histologia corneal es la ausencia de membrana de Bowman
(MB).* En ocasiones se han detectado condensaciones del estroma adyacentes al epitelio,
pero en analisis detallados se aprecia que se trata de fibras bien definidas de tejido fibroso,
al igual que en el resto del estroma, de manera que el epitelio asienta directamente sobre
el estroma corneal. La ausencia de MB tiene importantes implicaciones en tanto que las
lesiones experimentales infligidas sobre cdrneas de conejo pueden presentar un
comportamiento diferente al de la cdrnea humana. Ejemplos de esto son la facilidad con la
que el virus del Herpes invade la cornea del conejo o el comportamiento ante la exposicidn

a luz ultravioleta.>!

Epitelio corneal:

El epitelio corneal es un epitelio escamoso estratificado de aproximadamente seis capas
celulares de entre 30 y 40 um de espesor.>? El estrato basal, en contacto directo con el
estroma debido a la ausencia de MB, consiste en una monocapa de células cilindricas. La

estructura histoldgica es similar a la del epitelio corneal humano.

Estoma corneal:

La estructura histoldgica del estroma del conejo es similar a la del humano. Representa
aproximadamente el 90% del volumen corneal total y en él se pueden apreciar
queratocitos embebidos en una matriz extracelular con una estructura organizada de fibras

de colageno y nervios que atraviesan el estroma de la cérnea.>?

Membrana de Descemet:
La membrana de Descemet (MD) del conejo es mas gruesa que la del humano y su grosor
varia con la edad, siendo mas gruesa a mayor edad del conejo.>3 El grosor medio es de 14

Mm (variable entre 7-22 um) y esta variabilidad es mayor en periferia donde los grosores
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oscilan entre 10 y 45 pm. Este grosor es irregular a nivel del angulo. Por otro lado, los
caracteristicos engrosamientos periféricos detectados habitualmente en la MD de humanos

no son visibles en ojos de conejo.

Endotelio:

Al igual que en el humano, el endotelio corneal del conejo es una monocapa de células
hexagonales dispuestas en forma de panal. La densidad de células endoteliales en
especimenes jovenes (6 semanas) es de 4100 cel/m? y al igual que ocurre en el humano,
esta densidad de células endoteliales decrece con los anos.>* El endotelio corneal en el
conejo tiene una mayor capacidad regeneradora que en otros mamiferos como el gato o el

humano.>®

Tabla 1: Diferencias en la cornea de conejo respecto a la del humano

1. Ausencia de membrana de Bowman.

2. Mayor rapidez de regeneracion y cicatrizacion tras procesos inflamatorios.
3. Capacidad mitdtica del endotelio corneal.>®
4

Vascularizacion fisioldgica en el estroma superficial en periferia corneal.>®

2.3. EL CONEJO COMO MODELO EXPERIMENTAL

El conejo es un modelo clasico de experimentacion animal en oftalmologia debido a su
facilidad de manipulacion. Del mismo modo, es un modelo representativo de la mayoria de
los mamiferos, incluidos los primates, para el estudio de la fisiologia corneal, debido a la
minima diversidad bioquimica y estructural de la organizaciéon del tejido existente entre
especies. El conejo es, junto con el cerdo, el modelo animal mas frecuentemente utilizado
en estudios de investigacion oftalmoldgica. Ambos presentan grandes similitudes con la
cérnea humana, siendo el grosor corneal la principal de las diferencias entre ambos
modelos. El grosor corneal medio en o0jos de conejo es de 375 um mientras que el grosor

de la cornea porcina esta alrededor de las 850 pm.>®

3. METODOS DIAGNOSTICOS CORNEALES

Existen diferentes métodos para el estudio de la cornea. Desde las exploraciones mas
basicas mediante lampara de hendidura hasta sofisticadas técnicas de microscopia confocal
in vivo (MCLV), pasando por técnicas para la observacién ex vivo de los especimenes
corneales como la histologia, o la determinacion de la expresion de proteinas de la matriz

extracelular mediante técnicas de PCR cuantitativa a tiempo real.
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3.1. BIOMICROSCOPIA CON LAMPARA DE HENDIDURA
La ldmpara de hendidura (LH) es una de las principales herramientas de exploracion en la
practica oftalmoldgica habitual. Nos proporciona una fuente de iluminacién modificable y

ampliable que nos permite aislar y visualizar con gran precision detalles finos de la cdrnea.

La LH consta de dos componentes basicos: 1) el biomicroscopio y 2) la fuente de
iluminacion con hendidura. A estos dos componentes se les pueden sumar otros
dispositivos accesorios. Ambos componentes se ensamblan sobre un eje que permite que
pivoten uno sobre el otro permitiendo que el biomicroscopio y la fuente de luz tengan un
mismo plano focal. La fuente de luz de la LH permite que ésta se transmita de forma difusa
0 como un haz estrecho. La luz difusa se emplea para realizar una evaluacion macroscopica
de la cérnea y del segmento anterior del ojo. Un estrechamiento de la fuente de luz
generando una hendidura permite realizar una seccion O6ptica de las estructuras
transparentes y translicidas del segmento anterior del ojo al incidir sobre la cdrnea de
forma oblicua. De esta manera, podemos visualizar un corte de la cornea y determinar la
localizacidon y la profundidad a la que se encuentran las diferentes estructuras en

condiciones fisiolodgicas o en presencia de patologia corneal.

3.2 PAQUIMETRIA CORNEAL

La paquimetria es la medida del grosor de la corneal y su valor es un indicador importante
del estado e integridad de la cdrnea. Asimismo, es un dato imprescindible previo a planear
una cirugia refractiva, en la monitorizacién de patologia corneal como el queratocono o
para evaluar la funcion endotelial en casos de distrofia endotelial de Fuchs. El grosor
corneal normal es variable entre individuos sanos y difiere entre el centro y la periferia. El
grosor corneal minimo suele localizarse 1,5 mm temporal al centro de la coérnea. El grosor
corneal central (4 mm centrales) es menor (520 pm) que el de la zona de media periferia
corneal (de 4 a 9 mm) (520-570 um) y ésta, a su vez, es mas delgada que la cornea
periférica (630-670 pum).>’

Diferentes métodos de contacto y no contacto han sido empleados para la medicion del
grosor corneal central. En un meta-andlisis conducido por Doughty y Zaman se analizaron
los diferentes métodos para el estudio del grosor corneal central asi como la medidas

obtenidas con cada uno de ellos.>8

3.2.1. PAQUIMETRIA OPTICA
Las técnicas iniciales de paquimetria Optica son técnicas de no contacto cuya principal

limitacion es la imprecision ya que se trata de técnicas muy observador-dependientes.>?
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3.2.2. PAQUIMETRIA ULTRASONICA (PU)

La PU, introducida por Kremer en 1980 es, a dia de hoy, el Gold Standard para la medicién
del grosor corneal y se basa en el analisis de la velocidad del sonido al atravesar la cérnea
(1640 m/s).%% Se trata de una técnica sencilla, precisa, reproducible y poco observador-
dependiente. Por ello se considera de eleccion cuando lo que nos interesa son los cambios
relativos en el grosor corneal (siempre que se utilice el mismo instrumento a lo largo del

seguimiento).

Las principales fuentes de error a la hora de realizar mediciones mediante PU son las
siguientes: 1) se trata de una técnica de contacto por lo que la medida obtenida puede ser
ligeramente menor a la real, requiere del uso de anestesia tdpica y existe riesgo de
transmision de enfermedades,®' 2) el centrado del terminal de ultrasonidos en el apex
corneal es muy técnico dependiente pudiendo esto modificar el dato de la medicién que
pudiera corresponder a un punto de cdrnea mas periférica®! y 3) el grado de hidratacion de

la cérnea puede modificar el grosor corneal central.6?

3.2.3. OTRAS TECNOLOGIAS DE NO CONTACTO (Orbscan®/ Pentacam®)

Otras tecnologias de no contacto como el Orbscan® (Bausch and Lomb, Rochester, NY,
USA) o basadas en una camara de Sheimpflug como el Pentacam® (OCULUS Optikgerate
GmbH, Wetzlar, Germany), menos técnico-dependientes, permiten realizar mapas
paquimétricos con medidas del grosor corneal en diferentes puntos de la cérnea central y
periférica con gran reproducibilidad.®® El Orbscan® nos proporciona un mapa tomografico
de la superficie anterior y posterior de la cdrnea asi como el grosor entre la interfase aire-
pelicula lagrimal y la superficie posterior de la cdrnea y lo muestra en forma de mapa
paquimétrico.%? Los sistemas basados en camara de Scheimpflug proporcionan informacion
tomografica de la cornea, el estado de la camara anterior y la paquimetria corneal. El mapa
paquimétrico obtenido muestra los valores en circulos concéntricos en funcion de la

distancia respecto del dpex corneal.t
Diferentes estudios obtienen grosores corneales similares medidos por paquimetria
ultrasonica y topografia de escaneo en hendidura (Orbscan®) aplicando un factor de

correccion (0,92) al equivalente acustico.60:64.65,66,67

3.2.4. PAQUIMETRIA POR MICROSCOPIA CONFOCAL
(ver apartado 3.3.5.2.1)
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3.3. MICROSCOPIA CONFOCAL (MC)

Durante los ultimos afios hemos asistido a un gran auge de las técnicas de diagndstico por
imagen en oftalmologia que nos permiten obtener gran cantidad de informacién, tanto de
ojos sanos como con diferentes patologias, mediante el uso de técnicas no invasivas. La
cérnea no ha sido ajena a este desarrollo y también han surgido numerosas técnicas que
nos han permitido aumentar nuestro conocimiento acerca de la anatomia, fisiologia y el
comportamiento de la cornea ante diferentes situaciones. En este contexto, la microscopia
confocal (MC) se desarrolla como una técnica no invasiva que nos permite obtener
imagenes microscopicas de alta resolucion y magnificacion a nivel microestructural tanto de
cdrneas sanas como con patologia congénita y adquirida.®%° Asi, mediante el uso de los
modernos microscopios confocales podemos realizar un analisis microestructural y a tiempo

real de cada una de las capas corneales con una gran precision.”®

Desde la presentacion de los primeros casos aislados de las publicaciones iniciales, la
técnica ha ido desarrollandose y, a dia de hoy, disponemos de informacién cuantitativa que
nos permite establecer los parametros de normalidad y patologia corneal en enfermedades

como queratitis infecciosas o distrofias corneales.”!

La microscopia confocal /n vivo (MCIV) nos proporciona imagenes seriadas de secciones
oOpticas de la cornea en pacientes vivos. La naturaleza no invasiva de esta técnica nos
permite estudiar la cdrnea en su estado fisioldgico sin la existencia de artefactos asociados
al estudio ex-vivo, asi como realizar estudios longitudinales de la misma cornea para

evaluar cambios ocurridos a lo largo del tiempo.”?

3.3.1. HISTORIA

El MC basico fue desarrollado en 1955 y patentado en 1957 por Marvin Minsky”3 (US Patent
30313467) y se utilizd inicialmente para el estudio de redes neuronales en el cerebro /n
vivo.”* El MC “Confoscan” fue desarrollado por el Dr Thaer entre los afios 1968-1972 y en
1994 James Hill obtuvo la patente norteamericana (US Patent 5307203) para un MC que se

comercializaria como: * 7Tandem Scanning Confocal Microscope for Ophthalmology’.

La primera cornea ex vivo se examind mediante MC en 1985 por Lemp y colaboradores’ y
las primeras imagenes de cornea /in vivo se publicaron en 1990 por Canavagh.®® Durante
las siguientes décadas, nuestro conocimiento sobre la cdérnea ha aumentado
considerablemente con el consiguiente desarrollo tecnolégico y aumento de las

aplicaciones clinicas de la MCIV.
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3.3.2. PRINCIPIOS DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL

El principio de la microscopia confocal clasica consiste en la observacion de una imagen
reflejada a través de un objetivo que contiene una o mas lentes tras iluminar el objeto a
estudio mediante una fuente de luz. Desde la aparicion de los primeros microscopios
confocales ha habido muchos avances que, a dia de hoy, nos permiten obtener imagenes

con una resolucion de entre 0,5y 1 pm.”?

La principal limitaciéon de la observacion de estructuras mediante microscopia dptica es la
disminucion de la resolucion y del contraste, como consecuencia de la luz reflejada en las
estructuras adyacentes que se sittian fuera del plano del enfoque.®8 El principio de la MC se
basa en eliminar la luz reflejada procedente de los planos fuera de ese enfoque. En el MC,
la lente condensadora focaliza la fuente de luz en una pequefa area de tejido, mientras
que la lente objetivo enfocara esa misma area.” Asi, y debido a que tanto el condensador
como la lente objetivo tienen un mismo punto focal, a este microscopio se le denominara

confocal.”®

Mediante este sistema Optico la iluminaciéon es mas intensa en el punto focal y se atenua,
considerablemente, tanto delante como detrds del punto focal. De este modo, la luz
proveniente del punto focal serd detectada con mayor eficiencia. Este sistema focal
proporciona dos importantes caracteristicas a la hora de explorar la coérnea: 1) una
disminucion de la profundidad de foco y 2) una mejora de la resolucién axial y lateral.”? Los
MC usados en clinica tienen una profundidad de campo de 10 a 26 pm y una resolucién
lateral de entre 1y 2 um.”6

La posibilidad de obtener imagenes microscdpicas de las estructuras oculares a tiempo real
ha sido una prioridad para los oftalmélogos. Sin embargo, hasta hace muy poco tiempo
esto solo ha sido posible mediante el estudio de especimenes oculares fijados ex vivo. La
MCIV posibilita un analisis microestructural de la cdrnea /n vivo, permitiéndonos visualizar
estructuras corneales en pacientes sanos asi como en aquellos con patologia corneal

congénita o adquirida.”?
3.3.3. MODELOS DE MICROSCOPIO CONFOCAL

Desde la aparicion de los primeros prototipos de MC para estudio de cérneas /in vivo han

surgido diferentes modelos. Los tres mas comunes en la practica clinica son los siguientes:
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3.3.3.1. Tandem Scanning confocal Microscope (TSCM)

El primer TSCM a tiempo real fue desarrollado por Petran y Hadravsky en 1989.77 Los
especimenes corneales se escaneaban en paralelo, obteniendo una imagen en dos
dimensiones y requerian un agujero estenopeico del menor didmetro posible que eliminara
la mayor parte de luz reflejada. Como consecuencia de esto, solo un pequefio porcentaje
de la luz emitida (entre el 0,25 y 1%) alcanzaba la cornea, lo que hacia necesario una
fuente de luz de alta intensidad que resultaba ineficiente y muy molesta para los
pacientes.”® Su disefio original se basaba en la presencia de dos agujeros estenopeicos
situados uno frente a otro, de manera que el segundo agujero estenopeico impedia el paso

de la luz al fotomultiplicador.

3.3.3.2. Slit Scanning confocal Microscope (SSCM)

El primer modelo de SSCM (MC de escaneado en hendidura) fue desarrollado por Thaer
como alternativa a la version anterior de TSCM vy utiliza una fuente de luz en hendidura que
se enfoca sobre el plano focal posterior del objetivo del microscopio.”® Esto nos permite
obtener mdltiples puntos a lo largo del eje de la hendidura y reduce el tiempo de escaneo
en comparacion con los modelos anteriores de iluminaciéon de un solo punto focal usados
por el TSCM.70:80

El Confoscan 4 (CS4) (Nidek Technologies) es un ejemplo de SSCM que utiliza una
hendidura para la iluminacion y la observacion del campo a estudiar. Esta mayor anchura
de la hendidura (300 pm en el CS4) permite un mayor paso de luz dando mayor brillo y
contraste de campo en comparacion con los modelos anteriores de TSCM. Como
consecuencia de esto, las estructuras son visibles con mayor brillo, nitidez, detalle y
contraste del campo obtenido, que se obtiene a expensas de una mayor profundidad de

campo, que en el CS4 es de aproximadamente 26 ym.”®

3.3.3.3. Laser Scanning Confocal Microscope (LSCM)

El LSCM (MC de Barrido Laser) utiliza una fuente de luz coherente, de alta intensidad y la
fuente del laser se escanea sobre la cara posterior del objetivo del microscopio mediante
un set de espejos de galvandmetro.”® El LSCM estd disponible comercialmente como
Mddulo Corneal de Rostock (HRT II RCM) (Heidelberg Retina Tomograph Rostock Coreal
Module [RCM]; Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Germany).

Los prototipos de LSCM permiten obtener imagenes corneales de gran calidad e intensidad
utilizando una fuente de luz laser de 670 nm.8! La resolucion lateral y la profundidad de

campo proporcionadas por el fabricante son de 1 ym y 4 pm, respectivamente.”! Las

17



INTRODUCCION

imagenes obtenidas mediante CS4 y HRT II RCM muestran densidades celulares
comparables a nivel endotelial y de células epiteliales basales. La densidad celular del
estroma medio, medida en células/mm?, fue aproximadamente el doble con el SSCM (CS4),

probablemente debido al diferente grosor de la seccién dptica.”!

3.3.4. IMAGEN CORNEAL NORMAL

La MC /n vivo (MCIV) nos muestra secciones corneales de varias um de espesor desde el
epitelio al endotelio. Estas secciones obtenidas en el plano rostro-caudal, desde el epitelio
al endotelio, ofrecen una perspectiva diferente a las clasicas imagenes obtenidas mediante
cortes histoldgicos en los que las muestras corneales se procesan en secciones
longitudinales o transversales. Generalmente, la mayoria de las estructuras corneales son
visibles y analizables mediante MCIV, incluso en aquellas cérneas con niveles intermedios
de transparencia corneal secundarios al edema corneal derivado de una patologia

endotelial.82

3.3.4.1. Epitelio

El epitelio corneal normal estd compuesto por tres tipos celulares claramente
diferenciables: 1) células epiteliales superficiales, 2) células intermedias aladas y 3) células
basales (ver Figura 2). Mediante MCIV las células epiteliales superficiales se visualizan
como unas estructuras poligonales de densidad homogénea con bordes celulares bien
definidos y con un nucleo central hiperreflectivo rodeado por un halo oscuro
(hiporreflectivo) perinuclear.”®8° La densidad de las células epiteliales superficiales medida
por MCIV varia en funcién de autores y del modelo de MC utilizado. Esta densidad oscilara
entre (1213 + 370 cel/mm?2)8 y (759 + 162 cel/mm?2)8* medida con SSCM mientras que los
valores medidos mediante LSCM muestran densidades que oscilan entre (840 +/- 295
cel/mm?2 )8y (1098 +/- 315 cel/mm? )8, Las células intermedias aladas se caracterizan por
la presencia de un borde celular y un nucleo hiperreflectivos y la ausencia del halo
hiporreflectivo perinuclear caracteristico de las células superficiales. La células epiteliales
basales son de menor didametro (8-10 ym) y forman un patron en mosaico en el que los
bordes intercelulares son hiperreflectivos, los cuerpos celulares hiporreflectivos y los
nlcleos celulares no son evidentes.898 La densidad de las células epiteliales basales es
mayor que la de las células superficiales y difiere en funcion de las diferentes series y del
modelo de MC utilizado, variando desde (3601 + 408 cel/mm?2)¥ hasta (8996 + 1532

cel/mm2)8,
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Figura 2. Imagen por MCIV de: A) células intermedias aladas; B) células superficiales.

3.3.4.2. Membrana de Bowman:

La membrana de Bowman (MB) no se visualiza de forma directa en cérneas normales,
aunque algunos autores la describen como una capa amorfa visible por MCIV.8 Sin
embargo, en ojos con patologia de estas estructuras, se pueden apreciar caracteristicas

andmalas en las imagenes obtenidas mediante MCIV.

3.3.4.3. Estroma

La imagen tipica del estroma corneal visto por MCIV es la de multiples cuerpos irregulares
de morfologia oval (nlcleos de queratocitos) dispersos en una matriz acelular transparente
(negra-gris oscura) hiporreflectiva. Los procesos celulares se visualizan de manera pobre
en corneas sanas pero resultan mas visibles en caso de edema corneal o en los procesos

de reparacion corneal.2”:6°

Por MCIV el estroma puede dividirse en tres sub-capas: 1) estroma anterior, 2) estroma
medio, y 3) estroma posterior. La densidad de los queratocitos varia en cada estrato
corneal, siendo mayor en el estroma anterior y disminuyendo progresivamente hacia el
estroma posterior. Los queratocitos representan estructuras capaces de reflejar la luz. Los
nlcleos de los queratocitos son las principales estructuras capaces de reflejar la luz
presentes en el estroma corneal, mientras que su citoplasma, en condiciones normales, es
capaz de transmitir la luz completamente sin que ocurran fendmenos de reflexion.2® La
morfologia de los nucleos de los queratocitos en el estroma anterior es redonda, mientras
que estos nucleos adquieren una morfologia mas ovalada en el estroma posterior (ver

Figura 3).
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Figura 3. Imagen por MCLV de: A) estroma posterior y B) estroma anterior.

En el estroma anterior y medio pueden visualizarse nervios estromales pertenecientes al
plexo corneal profundo.®®7® Estos nervios coneales se introducen a través del estroma
medio y se ramifican hacia el centro de la cornea formando bifurcaciones en angulo
recto.®8 El grosor de los nervios varia, siendo los anteriores mas finos que los posteriores.

El estroma posterior esta, habitualmente, desprovisto de nervios.

3.3.4.4. Membrana de Descemet

La Membrana de Descemet (MD) normal se describe como una membrana acelular
localizada entre el estroma posterior y el endotelio que, en ocasiones, especialmente en
sujetos jovenes, puede no ser visible mediante MC.83 Sin embargo, los cambios patoldgicos
de la MD que ocurren en patologias como la distrofia endotelial de Fuchs o el glaucoma

congénito si son apreciables mediante MC.8°

3.3.4.5. Endotelio

El endotelio es la capa mas interna de la cérnea y esta compuesto por una monocapa de
células provenientes de la cresta neural. Es facilmente identificable por MC, que muestra
una monocapa hiperreflectiva compuesta por células hexagonales o poligonales planas que
se disponen de forma ordenada “en panal de abeja”. Los nucleos celulares no son
identificables y el cuerpo celular es blanco-gris brillante y homogéneo. Los bordes de las
células endoteliales son visibles como lineas finas hiporreflectivas que forman un patrén

poligonal alrededor de las células del endotelio (ver Figura 4).8°
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Figura 4. Imagen por MCIV del endotelio corneal.

La estructura del endotelio corneal y su densidad celular han sido ampliamente estudiadas
por microscopia especular (ME). La MC, a diferencia de la ME, nos permite obtener

imagenes de endotelio claras, incluso con grados variables de edema estromal corneal.?

3.3.5. CAPACIDADES DEL MICROSCOPIO CONFOCAL

3.3.3.1.  Cualitativas
Nos permite realizar un andlisis cualitativo de la microestructura corneal. Se pueden
caracterizar cambios morfoldgicos en las células corneales, asi como describir estructuras

andémalas presentes en cada uno de los estratos corneales.

3.3.3.2. Cuantitativas
Uno de los principales valores del MC es la posibilidad de proporcionar datos cuantitativos
para el analisis y comparacién de corneas normales, patoldgicas y sometidas a diferentes

técnicas quirurgicas.

3.3.3.2.1. Grosor Corneal

El MC permite obtener una medida del espesor corneal y de cada una de sus capas. El
escaneo rapido de espesor completo de la cornea a velocidad constante utilizado por el
sistema TSCM “Through focusing” nos permite realizar una medicion mas exacta del
espesor corneal.?0°! Este sistema nos proporciona una curva de intensidad representada
graficamente como una funcién de “profundidad-z”, mostrando un perfil de intensidad
caracteristico con picos a nivel del epitelio, plexo nervioso sub-basal y endotelio. El grosor
corneal se calcula como la distancia entre el primer pico, que corresponde al endotelio, y el

ultimo pico, correspondiente al epitelio. Los movimientos axiales de la cornea durante el
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escaneo van a condicionar la precision de la medida paquimétrica obtenida mediante MC.
Por ello, una menor distancia entre el objetivo del MC y la cdrnea permitira un menor
desplazamiento axial y mayor precision. La distancia entre el objetivo y la cérnea en el
Confoscan 4 (CS4) es de 1,8 mm, sustancialmente mayor a la del TSCM que oscila entre 50
y 200 um.”%%2 El CS4 permite adaptar un dispositivo conocido como z-ring que permite
estabilizar la cérnea reduciendo el desplazamiento axial durante el escaneo en estos

pacientes.”®
La diferencia del grosor corneal medido mediante TSCM y CS4 asociado al Z-ring no ha
resultado estadisticamente significativa.”® Sin embargo, el grosor corneal medido por MC

ha demostrado ser entre 25 y 39 um menor al medido por paquimetria ultrasonica.®%°3

3.3.3.2.2. Densidad de queratocitos

La densidad de queratocitos se ha estudiado por MC en pacientes con corneas sanas y
patoldgicas. La densidad de los queratocitos en imagenes de MC puede medirse en forma
de densidad por area (células/mm?) o de forma volumétrica (células/mm?3), ya que a cada
captura de imagen bidimensional obtenida mediante un MCIV le corresponde un volumen
que variara en funcién del espesor de cada una de las secciones épticas realizadas por el
MC.>* A su vez, el contaje celular de los queratocitos puede realizarse mediante métodos

manuales o automatizados.

Los métodos automatizados pueden reducir la variabilidad intra e inter-observador descrita
en la determinacion de la densidad de queratocitos mediante métodos manuales, aunque
existen limitaciones como: 1) la presencia de nervios estromales que dificultan las
mediciones; y 2) la necesidad de programas de procesamiento de imagenes especificos
para cada MC ya que estos no pueden aplicarse de forma indiscriminada para todos los

tipos de MC debido a las diferentes propiedades Opticas de cada uno de ellos.?

En relacion a la correlacion MCIV-histologia, existe una buena correlacién entre la densidad
de queratocitos /n vivo medida por MCIV y las medidas realizadas ex vivo a partir de
técnicas histoldgicas,®? aunque hay autores que encuentran diferencias de hasta 2,377
cel/mm?3 entre los datos obtenidos tras contaje manual en imagenes de MCIV vy tras el

analisis histoldgico de esas cérneas.8*

3.3.3.2.3. Densidad de células endoteliales

Las imagenes del endotelio por MC nos revelan la presencia caracteristica de una imagen

de mosaico regular de células hexagonales en forma de panal, facilmente reconocible. La
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densidad de células endoteliales medida mediante MC ofrece una gran reproducibilidad con
muy poca diferencia inter-observador.’” Los datos de densidad de células endoteliales
obtenidos mediante MC son intercambiables con los obtenidos mediante microscopia
especular (ME) siempre que ambos aparatos estén calibrados respecto de la misma
referencia.’® La principal ventaja del MC respecto de la ME clasica es que nos permite
obtener imagenes del endotelio corneal en situaciones clinicas con edema corneal

moderado.8?

El MC nos permite realizar un contaje tanto manual como automatico del area de interés a
estudiar. El analisis manual de la densidad de células endoteliales implica el contaje una a
una de las células de un darea predefinida. De este analisis manual se puede obtener
informacion acerca de la densidad celular endotelial, pero no aporta informacion adicional
sobre la morfologia celular. EI CS4 incorpora un software (NAVIS: Nidek Advanced Vision
Information Sytem software) que permite realizar una contaje automatizado de las células
endoteliales y nos proporciona informacion adicional como: 1) valores de densidad celular
media, 2) rangos de densidad celular endotelial normal ajustados por edad, 3) coeficiente
de variacién del area celular, 4) porcentaje de hexagonalidad o 5) nimero medio de lados
de las células endoteliales (ver Figura 5). Igualmente, el software incorpora un modo de
analisis semiautomatico de las imagenes que permite realizar correcciones en la
delineacion de las células propuesta por el software del CS4. De este modo, el operador
puede modificar manualmente aquellos bordes celulares que estime inapropiados. Entre los

posibles ajustes estarian: la division de células, la unidn de células o su eliminacion.?
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Figura 5. Imagen del software del CS4 en la que se muestran los
parametros del contaje automatizado de células endoteliales.
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El area celular endotelial corneal media en adultos es de 334 + 51u? rango (273-553).%3 La

densidad endotelial medida por SSCM varia entre autores (ver Tabla 2).

TABLA 2. Densidad de células endoteliales

AUTOR - N°QJOS DENSIDAD ENDOTELIAL (cel/mm?)
Mustonen, RK.83 58 3055 + 386
Imre, L. 12 3125 + 407
Hollingsworth, .19 120 3061 + 382
Vanathi, M.%” 100 2818 + 361
Hara, M.%2 28 2916 + 334
Klais, CM.10! 42 3069 + 285
Popper, M.8* 20 2743 + 285
Muller, A. 102 75 2488 + 301
Kitzmann, AS.%® 50 2664 + 173
Sheng, H.1%3 30 2973 + 347
3.3.5.2.4. Densidad del plexo nervioso

Diferentes investigadores han estudiado la densidad del plexo nervioso sub-basal mediante
MCIV. La densidad de la capa del plexo nervioso sub-basal varia entre diferentes estudios y
con diferentes prototipos de MC. Asi las diferencias pueden variar desde 5,5 pm/mm? a
11,1 pm/mm? usando un TSCM y un SSCM, respectivamente,®1%4 y puede ser de hasta
21,7 pm/mm? si se mide con LSCM!% (medida en longitud de fibras nerviosas visibles por
unidad de area). Estas diferencias se deben a la disparidad del contraste de las imagenes y

de la intensidad del brillo de fondo del campo de cada uno de los modelos de MC.

3.3.6. APLICACIONES CLINICAS DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO

En los Ultimos afos, el desarrollo de la MCIV nos ha permitido obtener imagenes de alta
resolucion de todos los estratos corneales. A pesar de la calidad de las imagenes su
aplicacion en la practica clinica ordinaria de los servicios de oftalmologia continlia siendo
limitada y su uso se reduce, mayoritariamente, al area experimental. Entre las aplicaciones
clinicas mas generalizadas del MCIV en la practica clinica se encuentran la visualizacion de
organismos en queratitis flngicas y por acanthamoeba, el estudio de distrofias y
degeneraciones corneales, el estudio de la patologia endotelial tanto primaria como

secundaria y la valoracion posoperatoria de pacientes de cirugia refractiva.”!
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3.4. ESTUDIO DE EXPRESION DE PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR POR
RT-qPCR

La "Reaccion en cadena de la Polimerasa" (PCR) es una técnica de biologia molecular cuyo
objetivo es amplificar un fragmento de DNA a partir de una copia Unica o cantidades
minimas de DNA. La reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-
gPCR) es una variante de la PCR que permite cuantificar la cantidad de DNA o RNA de la
muestra. En la actualidad, resulta de eleccion a la hora de cuantificar RNA, especialmente
en aquellos casos en los que su expresion es limitada y no es posible su cuantificacion por

otros medios.

4. CIRUGIA REFRACTIVA CORNEAL

La superficie anterior de la cdrnea es la responsable de una gran parte del poder didptrico
del ojo y diversas técnicas de cirugia refractiva buscan alterar esa morfologia en un intento

de modificar la potencia didptrica del ojo.

La cirugia refractiva corneal puede dividirse en tres grandes grupos de técnicas que

conocemos como: 1) técnicas incisionales, 2) técnicas substractivas y 3) técnicas aditivas.

4.1. TECNICAS DE CIRUGIA INCISIONAL

Las técnicas de cirugia refractiva incisional representan la primera aproximacioén a la cirugia
refractiva corneal mediante técnicas substractivas. La queratotomia radial (QR) se
desarrolla con el objetivo de conseguir un aplanamiento corneal que corrija defectos
miopicos mediante la realizacion de una serie de incisiones radiales. En los afos treinta, el
oftalmdlogo japonés Tatomu Sato realizd importantes aportaciones a la cirugia incisional
corneal.’% QObservd que tras la cicatrizacion espontanea de las roturas de la membrana de
Descemet (MD) en pacientes con Aydrops se producia un aplanamiento corneal central asi
como una mejoria de la vision. Posteriormente disefiaria una técnica para provocar roturas
artificiales en la MD, pero los resultados a medio plazo fueron malos debido al edema
corneal diferido que aparecia en la practica totalidad de pacientes. En los afios sesenta y
setenta del siglo pasado, Fyodorov empled incisiones radiales en cérnea anterior y
establecid que el diametro de la zona dptica central estaba inversamente relacionado con

el grado de correccion refractiva.t?”

En la actualidad la cirugia incisional para la correccion de miopia e hipermetropia ha ido
quedando en desuso y se ha ido sustituyendo por el laser o el implante de lentes
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intraoculares. A pesar de ello, la cirugia incisional sigue estando vigente en la actualidad,
siendo sus indicaciones principales la correccién del astigmatismo primario y residual tras
cirugia de catarata mediante incisiones limbares relajantes y el manejo del astigmatismo

residual tras queratoplastias penetrantes en forma de queratotomia arcuata.
4.2. TECNICAS SUBSTRACTIVAS CORNEALES

4.2.1. FOTOABLACION

La transicion de las técnicas de cirugia refractiva incisional a las técnicas foto-ablativas
ocurre durante los afios ochenta del siglo XX con el desarrollo del laser excimer. Este
disminuye el error refractivo mediante la ablacién del estroma corneal anterior modificando
la curvatura corneal. Desde la aparicion de los primeros prototipos, la fotoablacién con
laser ha ido evolucionando hasta convertirse en la principal técnica de cirugia refractiva

corneal en la actualidad.

En el ano 1983 Trokel y colaboradores estudiaron el efecto del laser excimer en cérneas
bovinas y demostraron que las emisiones de luz ultravioleta de entre 150 y 200 nm podian
ablacionar estroma corneal sin generar traumatismo térmico en el tejido adyacente.%®
Estudios posteriores demostraron que la luz ultravioleta de 193 nm proveniente del laser

argon-fluor dafiaba menos el tejido corneal adyacente.%®

La fotoablacion se produce debido al bajo nivel de transmision corneal y al gran coeficiente
de absorcidon de manera que un solo foton a 193 nm tiene energia suficiente para romper
los enlaces carbono-carbono y carbono-eno del colageno corneal en un proceso conocido

como “fotodescomposicion ablativa” (ablative photodescomposition).109110

La queratectomia fotorrefractiva (Photorefractive keratectomy, PRK) fue la primera técnica
de aplicacion de laser excimer en corneas humanas.'®® En la PRK se realiza una ablacion
superficial de la cérnea con laser excimer, previa desepitelizacion, en un intento de
modificar la potencia refractiva. La PRK ha demostrado ser efectiva en la correcciéon de
defectos de refracciéon, pero se asocia a una serie de inconvenientes, entre los que se
encuentran el dolor posoperatorio, la regresion refractiva y la aparicion de haze

subepitelial. 111

La aparicion de un haze estromal anterior derivado del proceso de cicatrizacion anormal
secundario a la PRK parece deberse a un aumento del nimero y de la actividad de los

queratocitos estromales.'? Los estudios histoldgicos en corneas con haze muestran un
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aumento de los glicosaminoglicanos y del colageno en el estroma anterior que hace
sospechar que la causa de estos depositos extracelulares sea un aumento de la actividad
de los queratocitos.!'? La incidencia de Aaze subepitelial ha disminuido en los Ultimos afios
debido a la mejoria de los laseres, a la técnica quirtrgica y al uso profilactico de

mitomicina-C.114

El LASIK “faser in situ keratomileusis” (queratomileusis in situ con laser) surge en los afios
noventa y combina dos técnicas refractivas: la fotoablacion con laser excimer junto a la
creacion de un flap corneal con un microqueratomo, que permite preservar la integridad
del estroma corneal anterior y del epitelio.!'> El término queratomileusis proviene de las
palabras griegas: Keratos que significa cornea y mileusis que significa tallado. El
procedimiento precisa de un microqueratomo nos permita realizar un figp corneal central.
Posteriormente, este flap se levanta dejando expuesto el estroma corneal sobre el que se
realiza la ablacién laser que modificara la curvatura corneal. Una vez aplicado el laser se
reposiciona el figp sobre el lecho estromal sin necesidad de suturas corneales. Las ventajas
del LASIK sobre la PRK son: 1) la rapidez en la rehabilitacion visual, 2) el menor disconfort
posoperatorio, 3) la menor regresion refractiva, 4) la menor incidencia de haze subepitelial
y 5) una refraccion mas estable tras tratamientos de correccion de la miopia y del

astigmatismo. 116

A pesar de las ventajas del LASIK sobre la PRK ya mencionadas, las complicaciones
asociadas al LASIK pueden ser de mayor gravedad. Entre estas se incluyen: 1)
complicaciones quirdrgicas derivadas de la realizacion de un flap cornea:l''” pérdida de
succion, flap incompleto, flap agujereado o perforacion y entrada en cdmara anterior y 2)
complicaciones posoperatorias derivadas de la existencia de una interfase: el ojo seco,!!® la
presencia de gl/are o deslumbramiento, la queratitis lamelar difusal!® o el riesgo de ectasia

corneal post-LASIK!20,121,122,

En los ultimos afios, debido a los problemas de cicatrizacion de las heridas y a otros
problemas derivados de la creacion de un flap corneal en pacientes intervenidos mediante
técnicas de LASIK, ha resurgido el interés por las técnicas de ablacion de superficie. En
este contexto han aparecido nuevas técnicas de ablacion de superficie que pretenden
evitar los problemas de dolor posoperatorio y retraso en la epitelizacion generados por la
PRK.123124 Estas técnicas de preservacion epitelial difieren en el método de retirar el
epitelio corneal para evitar la desepitelizacion realizada en las técnicas de PRK.
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En la técnica conocida como LASEK (/aser-assisted sub-epithelial keratomileusis) o
queratomileusis subepitelial asistida por laser, el epitelio se separa aplicando alcohol diluido
al 20% y posteriormente se dobla una lamina intacta de epitelio mediante el uso de una
espatula.!?3 En el Epi-LASIK, el epitelio corneal se retira mecanicamente mediante el uso de
un epiqueratomo en un intento de conservar un mayor nimero de células epiteliales
viables.'?* Aunque el objetivo de estas técnicas es reducir el dolor posoperatorio
manteniendo el epitelio corneal, en ocasiones el colgajo epitelial resultante resulta inviable
por lo que termina deprendiéndose y retrasando la epitelizacion de estos pacientes. De
hecho, varios estudios muestran que ambas técnicas presentan una incidencia de haze
subepitelial, patrones de curacion de la herida corneal y valores subjetivos de dolor
posoperatorio similares a los observados mediante PRK.125:126

4.3. TECNICAS ADITIVAS CORNEALES

Los errores refractivos pueden corregirse implantando tejidos bioldgicos o material sintético
preformado sobre la cornea o en el interior del estroma corneal. Desde que en 1949 JI
Barraquer realizara sus primeras investigaciones con implantes de lentes en el estroma
corneal, los implantes intraestromales se han estudiado para su uso tanto refractivo como
terapéutico.'?” Asi, mediante el implante de lentes intraestromales (LIE), el objetivo es
modificar el poder refractivo del ojo moldeando la curvatura de la cdrnea o modificando el
indice de refraccion (IR) de ésta (mediante lentes con un IR mayor al de la cérnea). La
principal ventaja de las técnicas aditivas es que se trata de un proceso reversible, ya que el

material implantado puede extraerse en un segundo tiempo.

Mas recientemente en los ultimos afios, debido al nimero creciente de pacientes présbitas
que demandan alternativas quirtrgicas, el foco de interés de la cirugia refractiva se ha
dirigido hacia la cirugia de correccidn de la presbicia. En este contexto, el interés por las
LIE como alternativa quirdrgica para modificar el poder refractivo de la cérnea ha resurgido

con la comercializaciéon de nuevos modelos de implantes estromales.

4.3.1. INICIOS DE LA CIRUGIA ADITIVA CORNEAL

En 1949 JI Barraquer realizo los primeros casos de implantes de LIE en cérneas de conejos
y de gatos a los que implantd lentes biconvexas de “flint glass” (vidrio pedernal) y
posteriormente de “plexiglas’ de 6mm de didmetro y observd que era posible modificar la

curvatura corneal mediante implantes sélidos en el interior del estroma corneal.!?”

La aparicion de complicaciones graves como necrosis estromales y extrusion de los

implantes de ambos materiales hizo que esta practica se abandonara. Sin embargo, los
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resultados de estos trabajos pusieron de manifiesto que los materiales impermeables
implantados en el estroma impedian el intercambio metabdlico entre la cdrnea posterior y
anterior, esencial para su normal funcionamiento y nutricion. En un intento de dar solucion
al problema de la impermeabilidad de los materiales implantados, Barraquer implantd una
LIE de gran diametro con una gran fenestracion central, con resultados clinicos
insatisfactorios.'?® Estos resultados se atribuyeron inicialmente al gran tamafio de los
implantes y a que su forma, diferente a la de la cdrnea, ejercia una presion excesiva en el

tejido corneal.

Afos mas tarde, los trabajos de Knowles destacaron la importancia de la permeabilidad de
fluidos y nutrientes a través de la cornea y la necesidad de permeabilidad de los implantes
estromales para la correcta nutricién de los estratos corneales anteriores, suprayacentes al
implante, y explicaron las complicaciones halladas como consecuencia de la implantacion
de materiales impermeables en el estroma corneal.!?® A partir de estos hallazgos, se
demostrd la necesidad de buscar materiales permeables al agua y los solutos para su uso

como LIE.

4.3.2. IMPLANTES CORNEALES HOMOPLASTICOS: QUERATOFAQUIA

Tras el fracaso inicial obtenido con implantes sintéticos hasta ese momento, surgié una
nueva técnica conocida como queratofaquia. Esta nueva técnica, propuesta por J.I.
Barraquer, plantea la posibilidad de usar corneas humanas (implantes homoplasticos) como
alternativa a los materiales aloplasticos empleados previemente.'?® Para ello, Barraquer
implanta unos lenticulos de cdrnea en el estroma de conejos /in vivo a los que previamente
realiza un bolsillo estromal. A pesar de sus ventajas como material permeable a los
nutrientes y el escaso riesgo de rechazo, la dificultad para obtencién de cérneas, para tallar
un lenticulo fino, asi como la imprevisibilidad del resultado, no favorecieron la

generalizacion de la técnica.128

Troutman y colaboradores, en un estudio en 32 ojos tratados con queratofaquia
homoplastica, describen una baja predictibilidad refractiva (25% de los pacientes con mas
de 3 dioptrias de diferencia respecto de la refraccién prevista) que, junto con las
dificultades técnicas y la complejidad quirtrgica ya mencionadas, hicieron que la técnica se

abandonara.130

En los afos ochenta Kauffmann y Werblin, con el objetivo de modificar la complejidad
técnica asociada a la diseccion lamelar, modifican la técnica de queratofaquia realizando un

procedimiento  superficial que denominaron epiqueratofaquia.l31:132133,134  En |
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epiqueratofaquia la cdrnea donante pre-tratada se sutura sobre la cérnea del receptor que
ha sido previamente desepitelizada y en la que la membrana de Bowman y el estroma
estan intactos. De este modo, se produce un cambio de curvatura corneal que puede
corregir hasta 30 dioptrias y que se ha estudiado para corregir errores refractivos
asociados a afaquia, miopia y queratocono.!3%13313% | as ventajas potenciales de este
procedimiento son: la facilidad técnica, el bajo riesgo quirdrgico y la reversibilidad del
proceso.’3' A pesar de sus ventajas potenciales, los resultados de los estudios
multicéntricos realizados mostraron una baja predictibilidad refractiva y una alta tasa de
defectos en la re-epitelizacién que derivaron en necrosis y melting estromal del injerto, por

lo que la técnica se abandond.!3>136,137
4.3.3. IMPLANTES CORNEALES ALOPLASTICOS

4.3.3.1. Materiales impermeables

Desde los trabajos iniciales de Barraquer con plexiglas y vidrio pedernal**® diferentes
materiales impermeables han sido utilizados para el disefio de lentes intraestromales (LIE),
entre ellos la polisulfona o el polimetiimetacrilato (PMMA). El objetivo era buscar un
material que permitiera desarrollar implantes finos y con un indice de refraccion (IR) mayor
al del tejido corneal. Asi, se desarrollaron implantes de polisulfona y de PMMA con un IR de
1,633 y de 1,48, respectivamente. Estos materiales permitian desarrollar implantes finos de

gran potencia didptrica para la correccién de la hipermetropia y de la afaquia (ver Tabla 3).

Tabla 3. Materiales impermeables empleados en el desarrollo de LIE

MATERIALES IMPERMEABLES

MATERIAL REFERENCIAS

VIDRIO: (vidrio Barraquer 1949 %/

pedernal, plexiglass)

POLISULFONA Choyce 198538, Kirkness 19853, Lane 1986'%, Climenhaga 1988, Deg
198812, McCarey 1988!*, Rodrigues 199014,

PMMA Rodrigues 19904 , Choyce 19821

Los resultados descritos con diferentes modelos de lentes de materiales impermeables
fueron, en general, malos con presencia de opacidades y depdsitos de materiales lipidicos
y cristalinianos en la interfase, adelgazamiento epitelial, necrosis estromal y extrusién de
los implantes.138140.142,146 Egtos problemas se atribuyeron a una mala nutricion del tejido
anterior a la lente debido a la presencia de un material solido e impermeable en el
estroma. La incorporacion de micro-perforaciones de 35 um de diametro inicialmente y de
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10 pum posteriormente en los implantes para mejorar la transferencia de nutrientes y
fluidos a la cornea anterior aumento la seguridad de los resultados, pero no resolvié los

problemas anteriores.

De los resultados obtenidos con implantes fabricados con materiales impermeables derivd
la importancia del transporte de nutrientes y fluido desde el humor acuoso al estroma
corneal anterior a través del implante estromal. De los trabajos de Knowles conocemos que
la existencia de una barrera impermeable en el estroma corneal limita el transporte de
solutos a través de la cornea, de modo que la permeabilidad intrinseca del material de la
lente, intimamente ligado a su contenido en agua, sera el principal condicionante para el

funcionamiento de las LIE.1?°

Trabajos posteriores de McCarey y Schmidt estudiaron la distribucion de glucosa en
cérneas a las que se habia implantado lentes intraestromales de diferente grosor y a
distintas profundidades.?® Los autores concluyeron que la permeabilidad del propio material
a la glucosa era el principal condicionante para mantener una adecuada nutricién del
estroma anterior y no asi el diametro o la profundidad a la que se implantaba.
Posteriormente, Larrea y colaboradores desarrollaron un modelo tridimensional de
transporte de solutos en la cornea en el que evallan la difusion de oxigeno y glucosa a
través de lentes intraestromales de diferente permeabilidad, implantadas a diferentes
profundidades del estroma corneal.!¥’ Los autores concluyen que el estroma posterior
(75% de profundidad) es el ideal para facilitar el aporte de oxigeno y de glucosa a través
de la lente. Igualmente, recalcan la importancia del transporte de otros solutos del
metabolismo celular como el lactato, que aumenta en condiciones de hipoxia, y que puede
modificarse como consecuencia del implante de LIE, siendo causante del edema corneal en

estos casos.

4.3.3.2. Hidrogeles

Asi, de la experiencia reciente con lentes intraestromales de diferentes materiales en
animales de experimentacion y en humanos, se ha visto que los derivados de hidrogeles
presentan una mayor biocompatibilidad y se consideran de eleccion para su uso como LIE
a dia de hoy. Estas lentes de hidrogel tienen un indice de refraccién (IR) similar al de la
cérnea, por lo que su efecto Optico dependerd, principalmente, de su capacidad para

modificar la curvatura corneal.

Los hidrogeles son redes tridimiensionales de polimeros hidrofilicos formadas a partir de

monomeros acrilicos unidos mediante enlaces covalentes a partir de un proceso de co-

31



INTRODUCCION

polimerizacion. Son capaces de absorber y retener gran cantidad de agua y liquidos entre
las cadenas poliméricas, permitiendo el paso de solutos a través de estos materiales al
tiempo que mantienen su estructura debido a la presencia de puntos de
entrecruzamiento.'¥® Son materiales porosos que permiten el paso de fluido por los poros
en ambas direcciones y el tamano de éstos varia en funcion de la hidratacion del material.
El contenido en agua de los hidrogeles es variable y refleja la permeabilidad a los solutos.
Asimismo, son polimeros de alto peso molecular que pueden absorber liquido al
introducirse en medios con alto contenido acuoso. De este modo, se pueden desarrollar
hidrogeles con grados variables de hidrataciéon para formar materiales blandos y flexibles
con diferentes finalidades de forma que su contenido en agua sera directamente
proporcional al coeficiente de difusion del material.

En el afio 1965 Refojo analizd la permeabilidad al agua y a los solutos de diferentes
hidrogeles y describié que lo hidrogeles hidratados en mas del 74% permitian el paso de
agua en condiciones que se asemejan al estroma corneal.'*® Igualmente, observd que la
difusion de agua y solutos de aquellos hidrogeles con hidrataciones menores al 63%
estaba disminuida. De aquellos trabajos se deduce que los implantes de hidrogel ideales
para su uso como LIE deberian estar hidratados por encima del 74%. Afios después
Beekhius y McCarey, en un experimento dirigido a estudiar la estabilidad de las lentes de
hidrogel, observaron que las dimensiones fisicas de las lentes de hidrogel con hidrataciones
iguales o menores al 69,5% se mantenian estables en la cornea in vivo expuesta a una
presion de intumescencia estromal fisioldgica ("physiologic stromal swelling pressure”) de
55 mmHg.1% Por el contrario, las lentes de hidrogel de hidratacién igual o superior al 70%
se deshidrataban parcialmente, dando Ilugar a una pérdida de volumen v,
consecuentemente, un adelgazamiento y acortamiento del didmetro de los implantes en
condiciones fisioldgicas de presion de intumescencia estromal. De este trabajo, se deduce
que la estabilidad de los hidrogeles para su uso como LIE requeriria una hidratacion menor
a 69,5%. De este modo, y en base a los conocimientos previos, se concluye que para la
obtencion de un hidrogel que: 1) permita una difusion de agua y solutos similar al estroma
corneal y 2) mantenga sus caracteristicas estructurales integras, su hidratacion ideal ha de

rondar el 70%.

Las propiedades dpticas y la permeabilidad de los hidrogeles se conocen desde los afios 60
en los que se utilizaron para la fabricacién de lentes de contacto. Pero no fue hasta 1967
cuando Dohlman utilizara por primera vez un hidrogel para desarrollar una LIE.'>! Desde
entonces se han desarrollado y comercializado diferentes modelos de lentes de hidrogel

hasta la actualidad. La importancia de la permeabilidad al agua y los solutos de los
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materiales a implantar, destacada por Dohlman y colaboradores, llevd a McCarey y
Andrews a usar, por primera vez, una lente de hidrogel de hidroxietil-metacrilato (HEMA)
(Permalens®) como LIE.'>2 La lente Permalens, fabricada por Cooper Vision Optics, tenia
los siguientes parametros: 6 mm de diametro, zona dptica de 4,7 mm, 0,25 mm de grosor
central, 0,05 mm de grosor periférico y 15 dioptrias de potencia. Tras estos ensayos
iniciales, diferentes hidrogeles con contenido variable en agua se probaron para su uso
como LIE en modelos animales y humanos. Entre estos hidrogeles se encuentran: el
perfilcon A de HEMA (Permalens®), lidofilcon A de metil-metacrilato (MMA) (Sauflon 70®),
el lidofilcon B de MMA, etafilcon A de HEMA o el surfilcon A de alquil-metacrilato (AMA)
(Permaflex®). Los resultados con estos implantes demostraron una buena
biocompatibilidad y fueron, en general, satisfactorios.1%3:154,155156

En el ano 1993 McDonald y colaboradores describieron los resultados a 5 afos con un
hidrogel copolimero de HEMA hidratado al 71% (Permalens®).1>’ Reportaron una excelente
biocompatibilidad, mostrando una cdrnea clara sin signos de respuesta inflamatoria, un
endotelio sano y ausencia de neovasos corneales. Sin embargo, el grosor necesario de
estas lentes para poder ejercer su funcion refractiva, de entre 270 y 340 um, limitaba su
uso debido a que el paso de glucosa disminuia significativamente. De este modo, el grosor
de las lentes de hidrogel representaba un factor limitante para su uso como técnica

refractiva en el tratamiento de la hipermetropia.

La lente de hidrogel fenestrada PermaVision® (ANAMED Inc. Technology Drive, USA) se
desarrollé para intentar solucionar los problemas derivados del grosor relativamente alto de
las anteriores lentes de hidrogel. Estas lentes presentaban un IR de 1,376 (similar al de la
cornea) y una hidratacion del 70%, de manera que su espesor variaba entre 15 y 45 ym
en funcidn de la potencia didptrica deseada. Igualmente, la lente presentaba unas
fenestraciones para facilitar el paso de nutrientes en un intento de asemejarse al propio
parénquima corneal. Estas lentes permitirian, tedricamente, la correccion de defectos
refractivos hipermetropicos de entre 1 y 6 dioptrias (ver Figuras 6 y 7). En el afio 2002,
Ismail describe los resultados a seis meses tras el implante de en 20 ojos de conejo de
estas lentes PermaVision® de 40 uym de espesor.'®® Las lentes se implantaron en el
estroma corneal anterior tras realizar un flap de 150 pm con microqueratomo. Los
resultados de este estudio a 6 meses mostraron un Unico caso de descentramiento leve y
otro caso de edema corneal que se resolvid a las 6 semanas de la cirugia. Estos buenos
resultados se atribuyeron al grosor de los lenticulos que permitia un adecuado paso de
solutos y de liquido. Dos afios mas tarde, Michieletto y colaboradores publican los

resultados a los 6 meses de implantar lentes PermaVision® de entre 25 y 60 um de espesor
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en 10 ojos de 6 pacientes con buenos resultados refractivos y un Unico caso de
descentramiento precoz del lenticulo que se mantuvo estable tras ser recolocado.!*® Sin
embargo, un estudio posterior en 0jos de humanos (23 ojos de 20 pacientes) a los que se
implantd una lente PermaVision® de entre 15 y 45 pm de espesor y una hidratacion del
78% con un seguimiento de 2 afnos, mostraron un ndmero significativo de complicaciones:

cinco casos de opacificacién, dos casos de descentramiento y 1 caso de inflamacién de la

interfase con crecimiento epitelial que requirié su explante.6?

Figura 6. Imagenes A, B y C correspondientes a esquemas de la implantacién de una lente PermaVision
junto a fotografias quirirgicas correspondientes al implante de la misma en un ojo humano (cortesia del
Dr Mendicute).

Mas recientemente, se han publicado estudios que incluyen series de casos con resultados
tras la implantacion de lentes PermaVision® en humanos con un periodo de seguimiento
mas largo. Estos estudios muestran incidencias de complicaciones y resultados variables,
pero coinciden en la alta tasa de necesidad de realizar explantes electivos. Verity y
colaboradores evaltan los resultados a tres afios tras el implante de lentes PermaVision®
en 15 ojos de 15 pacientes hipermétropes de entre 1 y 5 dioptrias y describen la presencia
de 3 casos con complicaciones.6! Estas consistieron en un caso de dislocacion precoz del
flap y extrusion de la lente al dia de la cirugia, un caso de migracion y crecimiento
intraepitelial en la interfase a la semana de la cirugia y un tercer caso de ulceracién del
estroma corneal anterior al implante al afio de la cirugia. Diez de los quince casos

precisaron un explante electivo.'®! Mullet y colaboradores evaluaron los resultados a cinco
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afos tras el implante de lentes Permavision® en 34 ojos de 21 pacientes.®? En 20 de los
34 ojos (58,8%) se realizd un explante electivo de la lente debido a: hipocorreccién,
depositos intraestromales en el eje visual, astigmatismo irregular, disminucién de la

agudeza visual, haze severo, descentramiento de la lente u opacidad perilenticular.62

Figura 7. Imagenes A y B correspondientes a un paciente con una lente PermaVision

(cortesia del Dr Mendicute).

Posteriormente, Saelens publica los resultados a 22 afos tras la implantacidon de lentes
intraestromales de hidrogel (lidofilcon) hidratadas al 68% en dos pacientes afaquicos y
describen la aparicion tardia (6-13 anos) de opacidades intraestromales y disminucion
secundaria de la agudeza visual en cdrneas que habian permanecido transparentes durante

anos tras la implantacion de las LIE.163

Tabla 4: Caracteristicas de un implante intraestromal ideal para la correcciéon de

defectos de refraccion.!®*

Transparencia del material.

Disefio fino, flexible y pequeio de la lente.

Optica fina y con bordes adecuados.

Permeabilidad del material que permita el flujo de nutrientes y la reinervacion corneal.
Quimicamente inactivo.

Biocompatibilidad: el material no debe inducir una respuesta bioldgica o inmunoldgica.
Superficies disefiadas para minimizar la fibrosis.

Debe minimizar el estrés mecanico en la cornea.

w e N oL WD

Facilidad para manejar, orientar e implantar por parte del cirujano.

._.
©

Adecuado para una intervencidn quirlrgica rapida.
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Los resultados de estas series de casos muestran una alta incidencia de complicaciones
severas, precoces Y tardias, y la necesidad de explantar los lenticulos en un alto porcentaje
de pacientes debido a opacidad, presencia de depodsitos o extrusion, por lo que su

aplicacion para la correccidn de defectos refractivos ha caido en desuso.

4.3.4. ACTUALIDAD DE LOS IMPLANTES INTRAESTROMALES

En la actualidad, con el foco de la cirugia refractiva dirigida a desarrollar nuevas
tecnologias encaminadas a la correccidén de la presbicia, varias compafiias comercializan
implantes intraestromales con esta finalidad. Su potencial reversibilidad, asi como la
posibilidad de beneficiarse de futuras técnicas refractivas, han favorecido la popularizacién
de estos implantes.

Existen tres grupos de implantes dirigidos a: 1) modificar el indice de refraccién ocular, 2)
aumentar la profundidad de foco por medio de un agujero estenopeico o 3) modificar la

morfologia anterior de la cornea.1%®

4.3.4.1. Implantes con efecto estenopeico

e KAMRA:

El implante KAMRA, antes conocido como AcuFocus corneal Inlay ACI 7000 (AcuFocus,
Inc.) es un implante intraestromal para la correccion de la presbicia en pacientes
emétropes, intervenidos de LASIK o que requieran un tratamiento combinado de
LASIK-KAMRA. Este dispositivo esta fabricado a partir de un polimero (polivinylidene
fluoride) biocompatible ultrafino de 5 um® (10 um los de primera generacion)!¢” con
8400 microperforaciones de 3,8 mm de diametro para permitir el flujo de nutrientes, y
una apertura central de 1,6mm. El dispositivo se implanta en el ojo no dominante de
los pacientes, para lo que se realiza un flap corneal de 200-230 um de grosor y se
coloca el implante en el lecho estromal centrado sobre la pupila (reflejo de
purkinje).167.168 posteriormente, se ha modificado la técnica con el tallado de un bolsillo
intraestromal con el laser de femtosegundo (LFS) a 200 um de profundidad que
favorece el centrado de la lente.1®® El implante no afiade potencia refractiva y funciona
como un agujero estenopeico que, aumentando la profundidad de foco, consigue

mejorar la agudeza visual cercana.

La experiencia con estos implantes a 3 afios de la cirugia mostré un incremento de la
agudeza visual no corregida (AVNC) en vision cercana de 16 a J1 y de 20/40 a 20/25

de AVNC en vision intermedia, mientras que la AVNC lejana fue superior a 20/32 en el
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100% de los casos. Hubo un caso de crecimiento intraepitelial que se resolvid
favorablemente y no hubo necesidad de explantar ningun lenticulo.'®® Los resultados a
60 meses tras la cirugia mostraron un incremento de la AVNC cercana de 16 a J2, de
AVNC en vision intermedia de 20/32 a 20/25, mientras que la AVNC lejana empeord.17°
Estos estudios a largo plazo no han mostrado casos de pérdida severa de la agudeza
visual y solo una lente fue explantada a los 36 meses de la cirugia debido a

insatisfaccion por parte del paciente.”0

4.3.4.2. Implantes refractivos

Los implantes refractivos tienen como objetivo modificar el IR de la cérnea. Para ello
disponen de una zona central dirigida a la vision lejana que no afade potencia didptrica y
un anillo periférico que afiade potencia refractiva para la vision cercana. Dentro de este
grupo se encuentran los implantes Flexivue, sus precursores, las lentes Invue,’t o los

impantes Icolens (Neoptics AG, Hunenberg, Switzerland). 172

e FLEXIVUE:

La lente Presbia Flexivue Microlens™ (Presbia Cooperatief UA, Amsterdam-Los Angeles,
California, USA) es una lente de hidrogel acrilico de 3 mm de didametro y 15-20 um de
grosor para la correccion de la presbicia en pacientes emétropes. Presenta un diametro
central plano de 1,6 mm, un sector periférico con adicién para la visidon proxima y un
orificio de 0,15 mm en el centro del disco que permite el transito de oxigeno y
nutrientes a través de la cornea. El rango de potencias oscila entre +1,25 Dy +3,50 D
con incrementos de 0,25 D.173174 Esta lente esta disefiada para ser implantada en el
estroma del ojo no dominante de los pacientes présbitas emétropes sin astigmatismo

(<1 D). Para su implante se talla un bolsillo a 280-300 um con LFS.

Los resultados con la lente Flexivue en las series mas largas publicadas no han sido
muy satisfactorios. En un estudio con 47 pacientes emétropes a los que se les implantd
una lente Flexivue la agudeza visual no corregida (AVNC) en visién cercana fue de
20/32 en el 75% de los casos mientras que la AVNC lejana descendid 3 lineas al afio de
la cirugia.l”® En otro estudio, en 6 de los 52 casos se requirié el explante del lenticulo

por disminucién de la agudeza visual lejana.'”*
4.3.4.3. Implantes que modifican la morfologia corneal

Su finalidad es modificar la curvatura corneal anterior generando un efecto de

multifocalidad para mejorar la agudeza visual cercana e intermedia.
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e RAINDROP

El implante Raindrop, anteriormente conocido como Presbylens y posteriormente como
Vue+ (Re Vision Optics, Lake Forest, California, USA) es una lente de hidrogel de 2 mm
de didametro y un espesor de entre 24 y 40 um en el centro y 10 um en periferia
disefiado para la correccién de la presbicia. El dispositivo se implanta en el ojo no
dominante de los pacientes bajo un flgp de LASIK o introducido en un bolsillo estromal
tallado con LFS a 120-130 um. El funcionamiento de estas lentes se basa en aumentar
el volumen corneal, lo que genera una cdrnea hiperprolata que induce un diferencial en
la curvatura corneal anterior y aumenta la aberracién esférica negativa. El implante no

aflade potencia refractiva.l7>176

El estudio multicéntrico mas extenso, con 373 pacientes emétropes a los que se les
implanté una lente Raindrop, mostré ganancias de 5,1 lineas de agudeza visual no
corregida (AVNC) en vision cercana y de 2,5 lineas de AVNC en visidon intermedia,
mientras que la AVNC lejana descendio 1,2 lineas al afo de la cirugia. En 11 de los 373
casos se requirié el explante del lenticulo a pesar de lo cual la agudeza visual final fue

igual o superior a 20/25 en el 100% de los casos a los 3 meses.’”

5. TECNICAS SUSTITUTIVAS CORNEALES: QUERATOPROTESIS Y CORNEA
ARTIFICIAL

Ademas de la finalidad refractiva descrita anteriormente, el desarrollo de materiales para
su implantacién intraestromal tiene una segunda vertiente terapéutica en el desarrollo de
queratoprotesis (QP) o corneas artificiales. En la actualidad, el alotrasplante de cornea
continda siendo la principal alternativa quirirgica para el tratamiento de la disfuncién visual
de origen corneal. La necesidad de alternativas a la queratoplastia convencional con cérnea
de donante humano deriva de: 1) la escasez de tejido para el nimero global de
disfunciones corneales que precisan de un sustituto corneal (que representan la cuarta
causa mundial de ceguera con una incidencia de 1,5 a 2 millones de nuevos casos de
ceguera de origen corneal al afo)'’® y 2) la inviabilidad funcional de la queratoplastia
convencional (+/- asociada a trasplante de limbo) para la correccion de algunos tipos de
desorden corneal. Esto ha derivado en numerosos intentos de desarrollar QP y corneas

artificiales en los Ultimos afios.

Las QP son sustitutos corneales sintéticos empleados para restaurar la visién. Una QP ideal

seria aquella no rechazada por el sistema inmune del paciente, capaz de mantener la
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transparencia a largo plazo, barata, facil de implantar y que permitiera la exploracion de la
retina.’®* A lo largo de los afos, se han disefiado numerosos modelos de QP con disefios y
materiales variados, de los cuales los mas extendidos en la practica clinica han sido: la
osteo-odonto queratoprdtesis (OQQP),'7° la queratoprotesis de Boston!®0 y |a

queratoprotesis AlphaCor8!,

Las QP se componen de un dispositivo optico o Core central transparente y un componente
de anclaje. Los sistemas de anclaje al receptor en los diferentes modelos de QP pueden
ser: 1) bioldgicos: tejido dental en la OOQP o cdrnea de donante crosslink-ada en la QP de
Boston o 2) sintéticos como el Skirt poroso de PHEMA empleado en la QP AlphaCor. El
sistema Optico o Core central de la queratoprétesis de Boston y de la OOQP es de
PMMA.182 Este material posee gran estabilidad quimica y permite mantener la
transparencia, pero su inconveniente principal es su rigidez, que ha derivado en el fallo
anatdmico de estas QP en varios casos. La QP AlphaCor, por el contrario, posee un Core de
hidrogel de PHEMA elastico y poroso que, sin embargo, no ha evitado las complicaciones a

medio y largo plazo observadas con modelos de QP anteriores.179:183

La retencion de la QP en ojos en los que la ésta es su Ultima alternativa para la
recuperacion de la visidn, continda siendo un reto.18318418518 Se ha podido observar que
los mejores resultados se obtienen en aquellos casos en los que la seleccion del paciente
es adecuada y en los que el seguimiento posoperatorio es cercano y de por vida.'8” Por
todo ello, el desarrollo de materiales biocompatibles a largo plazo y de sistemas de anclaje
estables continlia siendo necesario. A partir de la idea introducida por el modelo de QP
core y skirt AphaCor, se han desarrollado nuevas propuestas basadas en hidrogeles y otros
materiales blandos mediante diferentes estrategias de preparaciéon que incluyen
homopolimeros sintéticos, copolimeros, copolimeros biosintéticos basados en colageno o
redes poliméricas interpenetradas cuyo objetivo final es el de desarrollar un hidrogel que

mimetice las propiedades de la cérnea natural.®8

En los Ultimos afos, los avances en el campo de la bioingenieria han permitido el desarrollo
de corneas artificiales a partir de polimeros sintéticos, sustitutos corneales compuestos por
polimeros naturales y componentes bioldgicos o matrices biosintéticas que posibilitan la
regeneracion del tejido corneal del receptor.1®:1%0 De este modo, se han desarrollado
modelos de cdrnea artificial fabricando MEC /n vitro a partir de células corneales, mientras
que otros grupos han empleado macromoléculas de MEC para formar un soporte que
mimetiza el de la cérnea y que induce la migracién hacia el implante de las células

corneales.!9!
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En los ultimos afios, el auge de los implantes intracorneales para la correccién de la
presbicia, asi como la creciente necesidad de alternativas viables a la queratoplastia con
cérnea de donante, han impulsado el interés por el desarrollo de materiales y dispositivos
biocompatibles para su uso como implante intraestromal con finalidad tanto refractiva
como terapéutica. El siguiente trabajo, que forma parte de una linea de investigacion mas
amplia cuyo propésito final es el desarrollo de una queratoprotesis core-skirt basada en el
modelo AlphaCor, tiene como objetivo principal el estudio de la biocompatibilidad de un
prototipo de hidrogel de polietilenglicol diacrilato (PEGDA) para su uso como implante

intraestromal.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

La finalidad de la presente tesis es evaluar la biocompatibilidad de un implante de
polietilenglicol diacrilato (PEGDA) para su uso como implante intraestromal corneal. Para
ello, se realizard un analisis de los cambios inducidos en la cérnea mediante el estudio
clinico biomicroscopico, asi como por microscopia confocal in vivo (MCIV) y posterior
correlacion con los resultados histoldgicos y de expresidn de proteinas de matriz
extracelular mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-

gPCR) de los especimenes corneales obtenidos tras el sacrificio.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar implantes de polietilenglicol diacrilato (PEGDA) por fotopolimerizacion
para su uso como implante intraestromal corneal con fines Optico-refractivos y/o
terapéuticos.

2. Evaluar la técnica quirdrgica de diseccién estromal experimental para implantar
lentes intraestromales.

3. Estudio clinico-biomicroscopico de la biocompatibilidad del implante intraestromal
de PEGDA en un modelo experimental de conejo /in vivo.

4. Analizar mediante el uso de microscopia confocal /n vivo (MCIV) los cambios
morfoldgicos inducidos en la cdrnea tras el implante de una lente intraestromal de
PEGDA.

5. Analizar la eficacia de la corticoterapia en el control de la inflamacién con: 1)
dexametasona topica y 2) la liberacién por microesferas de PLGA cargadas con
dexametasona encapsuladas en el hidrogel de PEGDA. El analisis se fundamentara
en:

a. Estudio clinico-biomicroscopico.
b. Estudio de expresidn de proteinas de matriz extracelular por RT-gPCR.
c. Estudio histoldgico de los cortes de cornea de conejo ex vivo.

6. Estudiar, mediante el andlisis histoldgico de los cortes de cornea de conejo ex vivo,
los cambios inducidos en las corneas tras la implantacion de una lente
intraestromal de PEGDA.
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MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

1.1 BASES Y PLANTEAMIENTO GENERAL

El presente trabajo forma parte de una linea de investigacion surgida de la colaboracion

entre el servicio de oftalmologia del Hospital Universitario Donostia (HUD) y la division de

salud del area de Biomateriales de la fundacién Inasmet (Teknalia) (Parque tecnoldgico de

Donostia-San Sebastian) y ha sido financiado por el Ministerio de Educacion y Ciencia
(Expediente: MEC06/13708).

1.2 GRUPOS

1.

GRUPO 1: CONTROL.

El grupo 1 (Grupo control) incluye los 21 ojos no intervenidos (izquierdos) de
los conejos del grupo 2.

GRUPO 2: TECNICA QUIRURGICA (TQ).

El grupo 2 (Grupo de técnica quirdrgica) incluye 21 ojos (derechos) a los que se
les realizd una técnica de diseccidn corneal lamelar o técnica de bolsillo corneal
y a los que no se implantd ningun lenticulo intraestromal.

GRUPO 3: LENTE INTRAESTROMAL (LIE).

El grupo 3 (Grupo LIE) incluye 21 ojos (derechos) a los que, tras realizar una
técnica de diseccion lamelar corneal o técnica de bolsillo corneal, se les
implantd un lenticulo intraestromal de polietilen glicol diacrilato (PEGD).

GRUPO 4: LENTE INTRAESTROMAL + DEXAMETASONA (DXM).

El grupo 4 (Grupo DXM) incluye 13 ojos (derechos) a los que se les realiz6 una
técnica de diseccion corneal lamelar y se les implantd un lenticulo intraestromal
de polietilen glicol diacrilato (PEGD) (de las mismas caracteristicas que los del
grupo LIE) y que fueron tratados con dexametasona topica para controlar la
inflamacién postquirurgica.

GRUPO 5: LENTE INTRAESTROMAL CON MICROESFERAS DE PLGA-
DEXAMETASONA (MESF).

El grupo 5 (Grupo MESF) incluye 3 ojos (derechos) a los que se les realizé una
técnica de diseccion corneal lamelar y se les implantd un lenticulo intraestromal

de PEG con microesferas de PLGA-dexametasona encapsuladas.

47



MATERIAL Y METODOS

1.3 CODIFICACION
La codificacion de los datos se realizé en funcidn del grupo al que pertenecia cada uno de

los ojos y del momento posoperatorio al que corresponden los datos de cada exploracion.
1.3.1. EN FUNCION DEL GRUPO AL QUE PERTENECEN

1. GRUPO 1: CONTROL.
Los ojos se codificaron con la siguiente numeracién: 101 a 121
2. GRUPO 2: TECNICA QUIRURGICA (TQ).
Los ojos se codificaron con la siguiente numeracion: 201 a 221
3. GRUPO 3: LENTE INTRAESTROMAL (LIE).
Los ojos se codificaron con la siguiente numeracién: 301 a 321
4. GRUPO 4: LENTE INTRAESTROMAL + DEXAMETASONA (DXM).
Los ojos se codificaron con la siguiente numeracion: 401 a 412
5. GRUPO 5: LENTE INTRAESTROMAL CON MICROESFERAS DE PLGA-
DEXAMETASONA (MESF).

Los ojos se codificaron con la siguiente numeracion: 501 a 503

1.3.2. EN FUNCION DEL MOMENTO POSOPERATORIO

Cada dato asociado a un 0jo en cada uno de los momentos posoperatorios se especifica
anadiendo un segundo ndmero correspondiente al dia del posoperatorio al que pertenece
cada una de las exploraciones. De manera que cada dato se codificara de la siguiente
forma: n del 1 al 5 en funcién del grupo al que pertenezca cada uno de los ojos, seguido
de un nuimero del 01 al 21 en funcién del nimero de casos dentro de cada grupo. Si el
dato corresponde a un momento posoperatorio concreto, se afiadird un segundo nimero

precedido por un guion (ver Tabla 5).

Tabla 5. Codificacion por grupos

n01- pre: preoperatorio

n01-post: posoperatorio inmediato
n01-1: 1 dia tras la intervencion
n01-8: 8 dias tras la intervencién
n01-15: 15 dias tras la intervencion
n01-30: 30 dias tras la intervencion

n01-60: 60 dias tras la intervencion
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1.4 CALENDARIO
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Tabla 6. La Tabla 6 muestra el calendario y los procedimientos realizados a cada uno de los ojos en los diferentes momentos del seguimiento.

49



MATERIAL Y METODOS

5. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Todos los ojos fueron intervenidos en las instalaciones de la unidad experimental del HUD
de San Sebastian por un solo cirujano. Las intervenciones se realizaron bajo microscopio
quirdrgico (Microscopio Leica M651, Leica Microsystems, Heerbrug, Suiza) y en condiciones

de asepsia quirurgica.

En todos los grupos, las cirugias se realizaron en los ojos derechos de los conejos. Los ojos

izquierdos de los conejos del grupo técnica quirtrgica (grupo 2) se utilizaron como control

(grupo 1).

5.1 TECNICA QUIRURGICA

La técnica quirdrgica empleada se conoce como técnica de bolsillo (ver Figura 8) y consiste
en la realizacion de una diseccion lamelar intraestromal. Esta técnica, descrita previamente
por el grupo investigador,19929° ha permitido obtener resultados predecibles y mejores
resultados en cuanto a incidencia de complicaciones postquirirgicas como extrusion,

infeccidn corneal o pérdida del lenticulo.

5.2 SECUENCIA QUIRURGICA

. Colocacion del blefarostato.
o Lavado de la superficie ocular con suero salino fisioldgico.
o Medida de grosor corneal central mediante 25 determinaciones de

paquimetria ultrasdnica (PU).
o Incisién precalibrada de 3 a 5 mm de longitud a 250 um del espesor corneal

en cornea clara proxima a limbo nasal mediante uso de un bisturi de

diamante.
. Marcado del plano de diseccion mediante un disector.
o Disecciéon manual del estroma corneal mediante el set de espatulas de

queratoplastia lamelar de Melles (DORC International. Zuitland, Holand)
hasta disecar un bolsillo intraestromal de entre 7 y 11 mm de didmetro.

o Lavado con suero fisioldgico del bolsillo corneal para retirar las particulas
generadas durante la diseccion lamelar.

o Implantacion de las lentes intraestromales (LIE) en los grupos 3, 4y 5 (en

el grupo 2 no se realizé ningn implante intraestromal).
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) Sutura de la incisién corneal con un punto suelto de Nylon de 10/0
(Dermalon 10/0 Braun-Dexon®, ref. 1338-18. Braun-Dexon S.A. Cyanamid
of GB, Londres, Reino Unido) y posterior enterramiento del nudo para
asegurar la estanqueidad de la herida quirtrgica y evitar inflamacion
asociada por el roce de los cabos de la sutura. La sutura se retird a la
semana de la intervencion.

. Instilacién del tratamiento antibidtico con tobramicina tdpica (Tobrex®
Alcon Cusi, El Masnou, Barcelona, Espana) o de un colirio que contenia un
mezcla de tobramicina y dexametasona (Tobradex® Alcon Cusi, El Masnou,
Barcelona, Espafia) en funcidn del grupo al que perteneciesen (ver

apartado 6.2. tratamiento).

Figura 8. Muestra la secuencia quirtrgica de un caso del grupo 3. Fotografia A: preoperatorio. Fotografia
B: diseccion del bolsillo estromal con espatula de Melles. Fotografia C: imagen de la lente previa a su
implantacién intraestromal. Fotografia D: lente implantada en el bolsillo intraestromal y sutura de la herida

quirdrgica.
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5.3. VARIABLES E INCIDENCIAS QUIRURGICAS
Todas las variables e incidencias quirtrgicas se anotaron en la hoja de registro (ver Figura
9).

Se anotaron:

1. La duracién del procedimiento.
Medida e irregularidades en la incision.
Medida del diametro del bolsillo estromal.

B

Estado de los lenticulos. Se anoto6 cualquier anomalia en la forma y en la superficie
del lenticulo, asi como la existencia de irregularidades o muescas del contorno de
las lentes. Igualmente se anotaron aquellas modificaciones de las lentes resultantes
de la manipulacién quirdrgica.

5. Existencia de complicaciones quirdrgicas.

6. SEGUIMIENTO

6.1. CALENDARIO DE SEGUIMIENTO
Los grupos 1, 2 y 3 constan de 21 ojos, el grupo 4 de 13 ojos y el grupo 5 de 3 ojos. el

seguimiento fue de 2 meses en todos los grupos.

Se realizaron controles al dia siguiente, a la semana, a las dos semanas, al mes y a los dos
meses de la cirugia. En cada revision se realizd una medicién del grosor corneal por
paquimetria ultrasdnica y se realizaron fotografias de control. Igualmente, se realizd un
examen bajo lampara de hendidura de cada uno de los ojos en todos los controles
posoperatorios y se evaluaron: el estado del estroma corneal anterior y posterior
(transparencia, edema corneal), la conjuntiva, la estabilidad de los implantes
(descentramientos y pérdidas), la entrecara y los problemas derivados de la respuesta
corneal a la implantacion del lenticulo (reacciones de neovascularizacién, formacidon de

depositos y necrosis corneales).

6.2. TRATAMIENTO

Los ojos de los conejos de los grupos 1, 2, 3 y 5 fueron tratados con antibioterapia tdpica
con tobramicina (Tobrex® Alcon Cusi, El Masnou, Barcelona, Espafia) mediante la
instilacion de 1 gota cada 8 horas durante la primera semana tras la cirugia. Los ojos de los
conejos del grupo 4 fueron tratados con una combinacion fija de tobramicina mas fosfato
de dexametasona tdpica (Tobradex® Alcon Cusi, El Masnou, Barcelona, Espafia) mediante

la instilacion de 1 gota cada 8 horas durante la primera semana tras la cirugia.
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6.3. SACRIFICIOS

Una vez concluida la fase de seguimiento clinico se procedié al sacrificio de los animales.
Los sacrificios de los conejos se realizaron de forma escalonada y siguiendo las normas de
la Declaracion de Helsinki. La eutanasia se realizd en camara de didxido de carbono (CO2)

bajo sedacion.

En los grupos 1, 2 y 3 un conejo fue sacrificado al dia siguiente de la cirugia, dos conejos
tras la revision de la semana, otros dos a las dos semanas, dos mas tras la revision del mes
y los catorce restantes a los dos meses de la cirugia. En el grupo 4, dos conejos se
sacrificaron tras la revision de la semana, otros dos a las dos semanas, dos mas tras la
revision del mes y los seis restantes a los dos meses de la cirugia. En el grupo 5 se
sacrificd un conejo a la semana, otro al mes de la cirugia y un tercero a los dos meses de

la cirugia. Tras el sacrificio se extrajo la cornea de cada uno de los ojos intervenidos.

7. VALORACION/ESTUDIOS IN VIVO

7.1. RECOGIDA DE DATOS

Los datos se anotaron en la plantilla disefiada para cada caso (Figura 9-A y 9-B).

7.2. ESTADO DE LOS CONEJOS Y PESO

Durante el tiempo de duraciéon de cada fase del este estudio los conejos permanecieron
estabulados en el animalario de la unidad de experimental del HUD tal y como se detalla en
un apartado anterior (apartado 3.2). Durante esta estancia se controld el estado de salud

de los conejos, asi como la existencia de eventos que pudieran alterarlo.

Previamente a cada revision se pesd a los conejos para realizar un seguimiento de la
ganancia de peso de cada uno de los conejos en los diferentes grupos a lo largo del
estudio y evaluar asi, la existencia de procesos intercurrentes que pudieran alterar la salud
de los conejos. Se obtuvieron medidas del peso de cada conejo en el preoperatorio, al dia

de la intervencion, a la semana, a los quince dias, al mes y a los dos meses tras la cirugia.
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7.3. EXPLORACION BIOMICROSCOPICA (VARIABLES CLiNICAS)
7.3.1. ESTUDIO BIOMICROSCOPICO CORNEAL
7.3.1.1. Estroma

Edema corneal
Se evalud la presencia de edema estromal anterior y posterior al bolsillo estromal. El

edema estromal se clasificé de la siguiente manera:

e Grado 0: ausencia de edema.

e Grado 1: edema corneal leve (permite ver con nitidez las estructuras).

e Grado 2: edema corneal moderado (produce un grado variable de opacidad
sin impedir la visualizacion de las estructuras subyacentes).

e Grado 3: edema estromal severo (impide la visualizaciéon de las estructuras

gue se encuentran por detras de él).

Neovascularizacion

La neovascularizacién corneal se clasificd de la siguiente manera:

e Grado 0: ausencia de neovascularizacion.

e Grado 1: neovascularizacion superficial con afectacion de 1 o 2 cuadrantes y
sin afectacion de la cornea central.

e Grado 2: neovascularizacién superficial con afectacion de 2 o mas
cuadrantes en periferia y/o afectacién de la cdrnea central.

e Grado 3: neovascularizacion profunda.

Infiltracion

Se valord la presencia de infiltracion estromal. La infiltracién se definid como la
presencia de un area grisacea con mayor o menor opacidad estromal junto a edema
estromal.

Ulcera corneal

Se valord la presencia de defectos epiteliales y de Ulceras corneales asi como su

tamano y profundidad.
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Adelgazamiento estromal

Se valord la presencia de adelgazamiento corneal y su asociacién con defectos
epiteliales y Ulceras.

Necrosis estromal / lisis estromal / perforacion / extrusion de los implantes

Se valoré la existencia de casos de necrosis estromal y de lisis estromal con

perforacion y extrusion de los implantes.

7.3.1.2. Entrecara

Opacidad en la interfase

La transparencia de la interfase corneal se clasificO mediante las categorias
estandarizadas de la FDA (Food and Drug Asociation) para la clasificacion de la

transparencia corneal.

e Grado 0: cornea clara.

e Grado 1: minima opacidad.

e Grado 2: opacidad leve.

e Grado 3: opacidad moderada.

e Grado 4: opacidad severa.

Depdsitos
Se valoré la presencia o ausencia de depdsitos en la interfase corneal asi como sus

caracteristicas y localizacion.

7.3.1.3. Conjuntiva
Hiperemia

La hiperemia conjuntival se clasifico de la siguiente manera:
e Grado 0: no hiperemia.
e Grado 1: hiperemia conjuntival localizada.
e Grado 2: hiperemia conjuntival difusa +/- hiperemia ciliar.

e Grado 3: hiperemia ciliar generalizada.

Secrecion

Se valoro la presencia o ausencia de secrecion conjuntival y sus caracteristicas.
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7.3.1.4. Analisis global de los marcadores de inflamacion
Se evaluaron las caracteristicas de los casos que presentaron 2 0 mas signos

biomicroscopicos de inflamacion.

7.3.2. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS Y DEL COMPORTAMIENTO DE LAS LENTES
INTRAESTROMALES

El andlisis de las caracteristicas de la LIE implantada, asi como su comportamiento en el
ojo durante el tiempo de seguimiento, se realizd mediante exploracién biomicroscdpica a
través del microscopio quirdrgico. Tras la exploracion se anotaron las caracteristicas de
transparencia, posicion y estado de las lentes intraestromales en la hoja de seguimiento
(Figura 9-A y 9-B). Posteriormente, se realizd una comparacién de las anotaciones
realizadas con las fotografias obtenidas en cada una de las sucesivas revisiones (ver
apartado 7.4). En caso de discrepancia entre ambas, se escogid la informacion mostrada

en las fotografias.

7.3.2.1. Transparencia del implante

Se valord el grado de transparencia de las lentes en el momento de su implantacion asi
como la existencia de cambios en a lo largo del seguimiento. Igualmente, se evaluaron las
diferencias en la transparencia de las lentes entre los diferentes grupos con implante de
LIE (grupos 3, 4y 5).

7.3.2.2. Descentramiento y desplazamiento del implante
Se valoro la posicidn de los implantes, la existencia de descentramiento y su grado desde el
posoperatorio inmediato y en las revisiones sucesivas. El descentramiento de los implantes

se clasificé de la siguiente manera:

e Grado 0: implante centrado.

e Grado 1: descentramiento parcial (borde del implante dentro del apex
corneal).

e Grado 2: descentramiento completo (borde del implante fuera del apex

corneal).

Igualmente, se evalud la estabilidad y la presencia de desplazamiento de los implantes,

definido como el cambio en la posicidn de éstos a lo largo del seguimiento.
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7.3.2.3. Deterioro del implante
Se valord la existencia de algun grado de deterioro de los implantes, la regularidad de su
superficie o la existencia de muescas o irregularidades en el contorno de los mismos, asi

como los cambios y el deterioro a lo largo del seguimiento.

7.3.2.4. Depositos
Se estudid la presencia de depdsitos sobre la superficie anterior o posterior del implante o

en la interfase estromal.

7.3.2.5. Migracion anterior y extrusion de los lenticulos
Se evalud la existencia de migracion anterior, adelgazamiento del estroma anterior y
extrusion de las lentes intraestromales tanto a través de la incisidon como a través de una

necrosis estromal anterior.

7.4. FOTOGRAFIA

En todos los casos se realizd un control fotografico del segmento anterior del ojo de
conejo. Las fotografias se realizaron en condiciones estables de iluminacion ambiental y
tras identificar a cada animal con un nimero de referencia. El equipo fotografico utilizado
fue una camara digital Olympus modelo SP-800 UZ, acoplado al microscopio quirdrgico. Las
fotografias se tomaron en el preoperatorio, el posoperatorio inmediato, al dia siguiente, a
la semana, a los quince dias, al mes y a los dos meses tras la intervencion. En cada tiempo

se realizaron 2 fotografias a 2,5 y a 4 aumentos respectivamente (ver Figura 10).

Figura 10. Fotografias de un ojo correspondiente al grupo control (sin LIE) realizadas a 2,5 y 4

aumentos, respectivamente.
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65

MATERIAL Y METODOS



QUERATOPROTESIS GRUPO: N° 1 dentificacion:
OPERACIONES / MANIPULACIONES
Fecha: /] Peso: Ojo: Fecha: Peso:
Autor: Autor:
Longitud Local i0 Notas
Incision
Bolsillo Diametro
Profundidad
Suturas
Entrecara
Transparencia
Protesis | Depositos
Deterioro
Localizacion
TRATAMIENTO POST-INTERVENCION
Fecha 1* dosis 2* dosis 3" dosis Comentarios
BMR|BMR|BMR
B MR B MR B M R
B MR B MR B MR
B MR B MR B M R
B M R B M R B M R
BMR|BMR|BMR
BMR|BMR|BMR
B M R B M R B M R
B M R B M R B M R
B M R B M R B M R
SACRIFICIO / NECROPSIA
Fecha: Peso:
Autor:
MUESTRA TOMA DESTINO PROCESAMIENTO COMENTARIOS
Y2 tejido — Histologia / Formol al 10%
Inmunohistoquimica
Cilindro corneal |[B M R |1 tejido — Nitrogeno liquido

—Congelador a —80°

Protesis — Inasmet

Figura 9-B. Hoja de registro.




MATERIAL Y METODOS

7.5 PAQUIMETRIA

La obtencidn de la medida del espesor corneal central se realizd mediante un paquimetro
ultrasénico (PU) (DHG Pachmate Hand Held Pachymeter; DHG Technology, Inc, Exton, Pa)
(ver Figura 11). Este paquimetro realiza de forma automatica 25 medidas proporcionando

la media y la desviacion estandar de dichas medidas.

Figura 11. Imagen del paquimetro

ultrasonico con el que se realizaron las

mediciones de grosor corneal.

Previo a la toma de medidas se procedid a instilar una gota de colirio anestésico (colircusi
anestésico doble® Alcon Cusi, El Masnou, Barcelona, Espafia) en todos los ojos a examinar.
Se realizd un control paquimétrico en el preoperatorio, el posoperatorio inmediato, al dia
siguiente, a la semana, a los 15 dias, al mes y a los dos meses tras la intervencion. En
cada tiempo se obtuvo la media y la desviacién estandar de las 25 medidas realizadas de

forma automatizada por el paquimetro.

7.6 MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO (MCIV)

7.6.1 EL MICROSCOPIO CONFOCAL

El microscopio confocal utilizado en este estudio fue el Confoscan 4® (CS4, Nidek
Technologies, Italy) (ver Figura 12). Para la toma de medidas, se utilizd un objetivo de
inmersion Acroplan de 40 aumentos y apertura numérica de 0,75 (Zeiss, Oberkochen,
Germany). El objetivo estd disenado para realizar exploraciones corneales de espesor
completo a una distancia de trabajo de 1,92 mm y posee un dispositivo de enfoque

motorizado.
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7.6.2. CALENDARIO DE REALIZACION DE LA MCIV

1. Grupo 1: control.
El estudio por MCIV se realizd en 1 ocasidn: junto con la exploracion realizada a
la semana en el grupo 2.

2. Grupo 2: técnica quirlrgica.
El estudio de MCIV se realiz6 en 3 ocasiones: a la semana, al mes y a los 2
meses de la intervencion.

3. Grupo 3: lente intraestromal (LIE).
El estudio de MCIV se realizd en 3 ocasiones: a la semana, al mes y a los 2

meses de la intervencion.

7.6.3. PROCEDIMIENTO

Previo al escaneo de las cdrneas, todos los conejos fueron anestesiados con anestesia
intramuscular mediante el uso de Xylazina (3 mg/kg) y Ketamina (40mg/kg), como se ha
descrito previamente (apartado 4), con el fin de conseguir la aquinesia necesaria para la
correcta toma de las muestras. Igualmente, y debido a que se trata de un método de
contacto, se instilaron 2 gotas de anestésico tdpico (Colircusi anestésico doble®, Alcon Cusi
S.A, El Masnou, Barcelona, Espafia). Una vez anestesiados, las cabezas de los conejos se
posicionaron y se fijaron para alinear las corneas en la direccién del objetivo del MC.
Posteriormente, se aplicd una gota de un polimero de carbémero: Viscotears gel® (Novartis
farmacéutica) en la punta del objetivo del microscopio para eliminar interferencias y evitar

danos en la superficie corneal.

El procedimiento se realizd en la cérnea central de todos los conejos pertenecientes a los
grupos 1, 2 y 3. El proceso se repitid en dos ocasiones en cada uno de los ojos, obteniendo
asi dos examenes de cada caso en cada uno de los tiempos. En los casos en los que la
obtencion de un registro valido fue dificil, se repitid la prueba hasta obtener algun registro.
El escaneo con MC se realizd en modo continuo z-axial midiendo el espesor corneal
completo desde el endotelio hasta el epitelio. La velocidad de avance del plano focal de la

imagen fue de 64 micras/seg.
Una vez finalizado el procedimiento, se obtuvieron 350 imagenes de cada caso que fueron

almacenadas por el software (NAVIS) del propio MC para ser visualizadas posteriormente

en forma de imagenes o en formato de video.
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Tabla 7. Parametros del Confoscan-4 empleados en el estudio

PARAMETROS CS4 ‘
FUENTE DE LUZ Halégena 12V/100 W
OBJETIVO 40 aumentos
CAMPO DE VISION 460 x 345 um
APERTURA NUMERICA 0,75
RESOLUCION LATERAL 0,6 um/pixel
RESOLUCION Z-axis 8 um
VELOCIDAD DE ESCANEO 25 figuras/segundo
DURACION DEL ESCANEO 10 segundos

Figura 12. Imagen del microscopio confocal (ConfoScan 4®) con el
que se realizd el estudio de MCIV.

7.6.4. ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE LAS IMAGENES

Tras la obtencion de imagenes, una vez completada la fase correspondiente, se procedio al
andlisis de las imagenes almacenadas en el software del MC. Este andlisis se realizé una
vez obtenidos todos los registros de todos los grupos. En todos los casos, un Unico

observador experimentado fue el encargado de analizar las imagenes.
En cada uno de los casos se valord: 1) la densidad celular del endotelio, 2) la densidad
celular del estroma anterior y del estroma posterior, 3) la existencia de interfase, 4) la

intensidad de la reflectividad y la morfologia de la interfase, 5) la presencia de queratocitos
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activados, 6) la presencia de particulas hiperreflectivas en la interfase y 7) la morfologia de

las células epiteliales.

Se obtuvieron imagenes de alta-resolucion que se correlacionan con un punto concreto de
la grafica Z-scan a partir del cual se pueden calcular las distancias entre los diferentes
estratos de la cdérnea. El Z-scan es una grafica que muestra las coordenadas de la
profundidad (expresada en um) en el eje z y el nivel de reflectividad (expresado en
unidades numéricas arbitrarias y designado como Light reflectance units (LRU) o unidades

de reflectancia de luz) en el eje y.”6:201

7.6.4.1 . Endotelio. Analisis cualitativo y estudio de la densidad celular endotelial
El endotelio corneal se analizd mediante el sistema de analisis semiautomatico de las
imagenes que incorpora el software (NAVIS) del CS4 (Confocommander 2.7.1, Nidek

Technologies. Italy).

Asi, tras realizar un contaje automatizado por el software, se evalud la exactitud del
delineado de los margenes celulares propuestos por el software del MC y se ajustaron
aquellos que no se correspondian con los bordes de las células endoteliales originales
visibles en la imagen. De este modo, se procedid a la correccién de: 1) células que
aparecian divididas y que en realidad se trataba de una Unica célula, 2) casos en los que el
software interpretaba como una Unica célula lo que en realidad correspondia a la imagen
de dos células adyacentes y que fueron divididas y 3) casos en los que la imagen

delimitada no se correspondia con una célula endotelial y que fueron eliminadas.

Del analisis del endotelio proporcionado por el software se obtuvo informacion a cerca de

los siguientes parametros: (ver Figura 13)

Densidad celular.
Area celular media.
Coeficiente de variacion celular (CVTC) (polimegetismo).

Porcentaje de hexagonalidad de las células endoteliales (pleomorfismo).

A

Numero de lados de las células endoteliales.
El polimegetismo y pleomorfismo se definieron de la siguiente manera:

e Polimegetismo es la variacion del aumento del area celular media. Se estima como

patoldgico un coeficiente de variacion del tamaio celular superior al 30%. El CVTC
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se calcula dividiendo el area celular principal por la desviacion media del area de la
célula principal.
e Pleomorfismo es el aumento en la variabilidad de la hexagonalidad celular. Se

establece como anormal un porcentaje de células hexagonales inferior al 60%.
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Figura 13. Ejemplo del andlisis semiautomadtico de las imagenes del

endotelio que incorpora el software (NAVIS) del CS4.

7.6.4.2. Estroma corneal. Analisis cualitativo y estudio de la densidad de
queratocitos

Se analizaron las caracteristicas morfoldgicas del estroma corneal, la presencia de nervios

estromales y la densidad de células del estroma (queratocitos) en el estroma anterior y

posterior.

El contaje de células estromales se realizd siguiendo una estrategia manual. Para ello se
cuantificaron los nlcleos de los queratocitos por area predefinida de las imagenes de
estroma obtenidas. Por convencién se marcaron todos los nicleos de los queratocitos de
dentro del recuadro del area predefinida para el estudio. De entre los nucleos de
queratocitos que quedaban en contacto con los bordes del recuadro del area a estudio,
solo se marcaron para su contaje aquellos que contactaban con dos de los lados del
recuadro (izquierdo e inferior) (ver Figura 14), tal y como recomiendan Erie y
colaboradores.”! El area de observacion seleccionada para realizar el contaje de
queratocitos fue de 0,0196 mm? en todos los casos y la medida de la densidad de
queratocitos se expresd en forma de células por milimetro cuadrado (cel/mm?) mediante
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extrapolacién de los datos obtenidos marcando queratocitos seleccionados en el area a
estudio. La clasificacién de la localizacion (profundidad) del estroma estudiado se dividié

en: 1) estroma anterior y 2) estroma posterior.
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Figura 14. Imagen del software del CS4 en el que se muestra el contaje

manual de queratocitos en el estroma.

Por convencion, el andlisis de la densidad de queratocitos en cada estrato del estroma se
define de la siguiente manera: seccidn dptica del Z-scan en el que medimos la densidad de
queratocitos.202

1. El estroma anterior se define como la primera imagen nitida por debajo de la
membrana de Bowman.
2. El estroma posterior se define como la primera imagen de estroma de

caracteristicas habituales, anterior a la membrana de Descemet.

7.6.4.3. Analisis de la interfase

La interfase inducida por la cirugia (diseccion de bolsillo estromal con o sin implante de
LIE) se definid como la sub-capa corneal en estroma medio o posterior (en el grupo 2) o
adyacente a la LIE (grupo 3) que mostraba discontinuidad respecto del resto del estroma
con presencia de queratocitos y distribucion regular de la matriz extracelular. La

reflectividad de la interfase se determind analizando la gréfica (Z-scan) del area de mayor
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reflectividad asociada al plano de diseccidn corneal. Se calculé mediante la media de los
picos (3 medidas) de reflectividad del Z-scany se expres6 en LRU (unidades de reflectancia
de luz), proporcionados por el software del CS4.203 Igualmente, se analizaron las
caracteristicas morfoldgicas de la interfase para poder clasificarla morfolégicamente en

funcion de éstas.

7.6.4.4. Paquimetria por MCIV

Para la medida del grosor corneal nos basamos en el Z-scan o perfil de reflectividad
obtenido tras el escaneo, en el que cada punto del Z-scan se correlaciona con un punto
estructural concreto en la cérnea. De este modo pudimos determinar el grosor de la cornea
midiendo la distancia en um entre los dos principales picos de reflectividad: 1) el primer
pico de reflectividad correspondiente al endotelio y 2) el Ultimo pico de mayor reflectividad
correspondiente al epitelio. Se obtuvieron las medidas de cada una de las 3

determinaciones realizadas por cada caso y se calculd la media de estos valores.

7.6.4.5. Grosor de la LIE

En los ojos correspondientes al grupo 3 (grupo de LIE), el grosor del lenticulo estromal
implantado se analiz6 en los diferentes momentos posoperatorios. Para ello, se midid el
grosor (la distancia expresada en um) del valle de hiporreflectividad apreciable en medio

del estroma en el grafico Z-scan.

7.6.4.6. Marcadores de inflamacion
e El nimero de particulas hiperreflectivas (particulas/mm?2) en la interfase en el grupo
2 y el nimero de particulas hiperreflectivas en el estroma tanto por delante como
por detras del implante estromal en el grupo 3.
e La presencia de queratocitos activados en el estroma anterior y en el estroma

posterior de los casos de los grupos 1 a 3.
7.2.4.7. Analisis morfoldgico y descriptivo del epitelio

Se obtuvieron imagenes del epitelio corneal en cada uno de los casos y se analizaron las

caracteristicas de cada estrato celular.
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8. ANALISIS DE LAS CORNEAS POST MORTEM

8.1. PROCESAMIENTO DE LAS CORNEAS TRAS EL SACRIFICIO
Una vez sacrificados los conejos, se procedio a la extraccion de las corneas. La extraccion
de la cornea se realizd de forma manual mediante tijeras de queratoplastia de rama

derecha e izquierda. Tras la extraccion, cada cornea se dividié en dos partes:

e 1/3 de la cornea se reservd para el analisis de la expresion de proteinas de
matriz extracelular mediante estudio de RT-PCR cuantitativo.
e Los 2/3 corneale restantes se reservaron para el estudio histoldgico.

Una vez realizada la division de la cérnea, las muestras fueron inmediatamente congeladas
en nitrogeno liquido y almacenadas en un congelador a -80 °C para su posterior estudio
por técnicas de RT-gPCR o envio al departamento de anatomia patoldgica para su

procesamiento histoldgico.

8.2 ESTUDIO HISTOLOGICO

8.2.1 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
El procesamiento de las muestras se realizd en el departamento de anatomia patoldgica del

Hospital Universitario Donostia (HUD).

Fases:

A. Fijacién en paraformaldehido al 4%

B. Lavado para eliminar el fijador mediante soluciones acuosas de alcohol etilico en
concentracion creciente hasta alcanzar una concentracion del 100% hasta eliminar, asi,
el agua evitando la deformacion del tejido.

C. Aclaramiento con Xilol.

D. Inclusiéon en parafina. La inclusién en un medio de soporte para formar un bloque es
necesaria previo a realizar los cortes, debido a la consistencia fragil de los tejidos. Tras
colocar el tejido en un molde, se agregd parafina fundida a 60 °C y se colocd en una
estufa durante 6 horas a 60 °C.

E. Cortes transversales de 5 pum con microtomo orientando las piezas en sentido
longitudilnal para abarcar toda la longitud de la cornea a estudio.

F. Montaje: una vez cortadas las laminas se fijaron en un portaobjetos para ser
observados bajo microscopio dptico.

G. Tincidon con Hematoxilina-Eosina:
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Eliminacion de la parafina con xilol (3 ocasiones).

Hidratacion con alcohol etilico en concentracion decreciente desde alcohol

absoluto al 100% hasta agua destilada.

e Aplicacidn de la solucidon acuosa de Hematoxilina (5 minutos).

e Bafio con agua corriente (2 minutos) y agua destilada (2 minutos).

e Aplicacidn de la solucidn acuosa de Eosina (1 minuto).

e Deshidratacion de nuevo con alcohol etilico al 96% (2 veces durante 5 minutos)
y al 100% (2 veces durante 5 minutos).

e Nuevo aclarado con Xilol (2 veces durante 5 minutos)

e Adhesion del cubre-porta mediante sustancia adhesiva (eukitt).

8.2.2 ANALISIS DE LAS MUESTRAS
El analisis de las muestras se realizd en colaboracién la Dra Irune Ruiz del Departamento
de Anatomia Patolégica del HUD. Los cortes se examinaron mediante microscopio y se

obtuvieron fotografias de cada uno de los casos.

8.3 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR
(MEC) POR RT-qPCR

El analisis de la expresion de mRNA de los genes que codifican para las proteinas a estudio
se realizd mediante la variante cuantitativa de la técnica conocida como reaccidén en
cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR) (Real/ Time Protein Chain Reaction): RT-
gPCR, en los laboratorios de la empresa Genetadi (Zamudio. Parque tecnoldgico de
Bizkaia).

8.3.1. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Una vez fragmentada la cdrnea, se destind un tercio de la misma para el analisis de la
expresion de proteinas de MEC mediante RT-qPCR. Para ello, las muestras se congelaron

en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su andlisis.

8.3.2. RT-PCR CUANTITATIVA
La RT-PCR es una variante de la PCR en la que se realiza una transcripcion inversa de una
hebra de RNA en DNA complementario (DNAc) mediante una transcriptasa inversa. En la
variante cuantitativa de la PCR, (RT-qPCR) es posible cuantificar el RNA expresado a bajos
niveles. La proteinas de MEC analizadas fueron las siguientes:

e Colageno 1A

e Queratocan

e Metaloproteasa de matriz tipo 1 (MMP-1)
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8.3.3. PASOS DEL ANALISIS DE EXPESION GENETICA

Extraccion de RNA:

Se prepararon tres pools de cdrnea por triplicado para cada una de las proteinas a
estudio. El RNA total de las corneas se extrajo mediante el kit RNeasy MicroKit
(Qiagen. Valencia) siguiendo un procedimiento descrito anteriormente en la
literatura.?%* Las muestras fueron posteriormente tratadas con deoxiribonucleasa

(Qiagen. Valencia) para evitar su contaminacion con DNA y conservadas a -80 °C.

Obtencién del DNA complementario:

El RNA total aislado de las cérneas sacrificadas los dias 1, 7, 15, 30 y 60 se
cuantificd por absorbancia a 266 nm. El DNA complementario (DNAc) se sintetizd
mediante un kit transcriptor de DNAc de primera hebra (Ready-To-Go You-Prime
First-Strand Beads) (GE Healthcare, Princeton, NJ) a partir de 0,4 mg del RNA total.

Amplificacion y andlisis por RT-PCR cuantitativa:

Los cebadores y las sondas empleados para cuantificar los niveles de expresion
génica fueron especificos para queratocan, colageno 1A y metaloproteasa de matriz
tipo 1 (MMP-1). El ciclo umbral (Ct) para cada reaccion de PCR se define como el
numero de ciclos en los que la sefal fluorescente de la reaccién supera el umbral.
El Ct para cada RNA mensajero (RNAm) objetivo se compar6 con el valor normal de
mRNA de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GA3PDH) (gen constitutivo o
housekeeping gene), del que previamente se analizd su expresion mediante una
sonda especifica UPL 133 (Roche diagnostic). EI nimero de Ct-s se analizd

mediante el software Light Cylinder 480 relative gquantification (Roche diagnostic).

9. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los datos se realizd mediante la versién SPSS 16.0 (SPSS Inc,

Chicago, Illinois, USA) (IBM Company. USA) con la colaboracion de la Dra Cristina

Sarasqueta del departamento de epidemiologia del Instituto Biodonostia.

El nivel de significacion estadistica de establecié en p<0,05.

Para la comprobacién del ajuste de las variables a una distribucién normal se emplearon

los test de Kolmogorov-Smirnov y los histogramas. Las variables que se ajustaron a la

normalidad se analizaron mediante test paramétricos. El t-test para muestras
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independientes se empled para la comparacién de las medias (de las variables) de los
diferentes grupos en cada tiempo de evaluacién. El t-test para muestras relacionadas se
empled para la comparacion intragrupo de las medias de las variables entre los diferentes
tiempos de exploracion. Las diferencias en el comportamiento de las variables en los
diferentes tiempos entre los grupos se analizaron mediante el modelo lineal general de

medidas repetidas.

Los test no paramétricos empleados fueron la U de Mann-Whitney y el test de Kruskall-
Wallis que se emplearon para el anadlisis de medidas independientes, y el test Wilcoxon
para medidas relacionadas. La comparacién de las diferencias puntuales entre grupos en
cada tiempo de evaluacién se analizaron mediante U de Mann-Whitney y el test de
Kruskall-Wallis. El test de Wilcoxon se empled para el andlisis de medidas relacionadas

(intragrupo) entre los diferentes tiempos de evaluacion.

Para evaluar el grado concordancia entre variables continuas mediante diferentes
tecnologias (para el estudio del grosor corneal) se empled el coeficiente de correlacion

intraclase (CCI) y las graficas de Bland y Altmann.

Las variables categdricas se analizaron mediante el test de chi-cuadrado y el test exacto de
Fisher cuando el tamafio muestral era pequefio. El Test de McNemar se empled como
andlisis de medidas repetidas en variables categoéricas, para valorar los cambios de estas

variables entre los diferentes tiempos de estudio.
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1. DESARROLLO DE LAS LENTES INTRAESTROMALES

1.1. CARACTERISTICAS DEL HIDROGEL
Las caracteristicas de absorcion, propiedades Opticas y permeabilidad a la glucosa del

hidrogel de PEG fueron los siguientes:

1. GRADO DE HINCHAMIENTO VOLUMETRICO (Q): 0,78 + 0,15
2. CONTENIDO DE AGUA EN EQUILIBRIO: 79%

1.1.1. PROPIEDADES OPTICAS
Los valores de las propiedades opticas: absorbancia y transmitancia de la luz del espectro
visible y ultravioleta, asi como el indice de refraccion (IR) del hidrogel de PEGDA de los

implantes empleados en los grupos 3, 4 y 5 del estudio fueron los siguientes:

1. ABSORBANCIA DE LA LUZ:
e Ultravioleta (250-400 nm de 1): de 1,57 a 0,06 (en cada franja del
espectro de luz ultravioleta)
e Espectro visible: (450-700 nm de A): de 0,04 a 0,03 (en cada franja

del espectro de luz visible)

2. TRANSMITANCIA DE LA LUZ (%):
e Ultravioleta (250-400 nm de 1): del 2,92% a 93,54% (en cada
franja del espectro de luz ultravioleta).
e Espectro visible: (450-700 nm de A): del 98,86% al 99,31% (en

cada franja del espectro de luz visible).

3. INDICE DE REFRACCION (IR): 1,3503 + 0,0002
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1.1.2. COEFICIENTE DE DIFUSION DE LA PERMEABILIDAD A LA GLUCOSA (D)
Los valores del coeficiente de difusion de la cdrnea de conejo ex vivo y del hidrogel de
PEGDA al 30% fueron los siguiente:

e Cornea de conejo ex vivo:
D=1,87x10°+ 0,32x10° (cm?/s)

e Hidrogel de PEGDA 30%:
D=1,11x10°+ 0,10x10° (cm?/s)

1.2. TAMANO Y FORMA DE LOS IMPLANTES
Los prototipos de implante que finalmente se fabricaron para ser implantados en las

cdérneas de conejo presentaban las siguientes caracteristicas.

Diametro: 4 mm
Espesor: 100 um
Volumen: 1,885 pl

Figura 15. Implante de PEGDA

1.3. LIE CON MICROESFERAS DE PLGA-DEXAMETASONA

Los lenticulos implantados en las corneas de los conejos del grupo 5 (grupo MESF) se
desarrollaron mediante el mismo proceso de fabricacion que los lenticulos del los grupos 3
y 4. El hidrogel de PEGDA sintetizado para los implantes de los grupos 3 y 4 fue el mismo
que se empled para los implantes con microesferas encapsuladas. Los implantes se

fabricaron tal y como se describe en el apartado 2.4 de material y métodos.
Por microscopia electronica de barrido (SEM) se pueden apreciar las caracteristicas

morfoldgicas de las microesferas a 100 y 300 aumentos: la superficie lisa, su morfologia

redondeada y la ausencia de deformidades (ver Figura 15).
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Figura 16. Imagen por microscopia electrénica de las microesferas a 100 y 300 aumentos. (Cortesia de la
Dra Iratxe Madarieta)

Tabla 8. Caracteristicas de los implantes con microesferas de PLGA-

Dexametasona (grupo 5).

1. Diametro medio de las microesferas: 1,49 + 0,1um

2. Porcentaje de microesferas en el hidrogel: 14% p/p respecto del PEGDA
3. Carga de Dexametasona en las microesferas: 20,8 + 11,2 ug/mg

4. Porcentaje tedrico de dexametasona del implante: 1,35 ug/ml

5. Eficacia de la encapsulacion: 22,8 + 12,3%

6. Proporcion de PLGA (acido D, L-lactico: acido glicdlico)= 50:50
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2. CONTROL DE LA ALIMENTACION Y DEL PESO

Durante el seguimiento no se detectaron complicaciones relacionadas con la alimentacion
ni se evidencio la presencia de patologia sistémica alguna que condicionara cambios en el
peso de los animales. Ninguno de los animales de los grupos 1 a 5 murid ni presentd
signos de enfermedad intercurrente durante los meses de seguimiento. La media de los
pesos de los conejos en cada uno de los tiempos de evaluacion se muestran en la tabla 9.
En la figura 17 se describe la progresion del peso medio de cada uno de los grupos en los

diferentes tiempos de exploracion.

No hubo diferencias en el peso medio preoperatorio de los conejos entre los diferentes
grupos (p=0,352). Todos los grupos presentaron un incremento progresivo del peso medio
de los conejos desde el preoperatorio hasta los 2 meses. Solo en la revision realizada al dia
siguiente de la intervencion quirdrgica se detectd un ligero descenso del peso medio de los
conejos en todos los grupos que se atribuyd al estrés quirtrgico. No hubo diferencias entre
los grupos en el modelo lineal genaral de medidas repetidas para la comparacion del peso
medio en los diferentes tiempos de seguimiento (preoperatorio, dia 1, 7, 15 y 30) con el
peso medio a los 60 dias. Los valores de p para la comparacion de las medias del peso en
cada revision con las medias del dia 60 fueron: p=0,81, p=0,79, p=0,45, p=0,72 y p=0,3

para el preoperatorio y los dias 1, 7, 15y 30, respectivamente.

5000
4500
4000
3500

3000
2500 e{=Grupo 3

eG==Grupo 1-2

2000 Grupo 4
1500 @ Grupo 5
1000

500

Preop Dial Dia7 Dial5 Dia30 Dia60

Figura 17: Evolucion del peso medio (gramos) a lo largo del tiempo (dias) en cada uno de
los grupos.
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TABLA 9. Peso medio de cada grupo de conejos y desviacion estandar (DE) en cada

uno de los diferentes tiempos posoperatorios

Preoperatorio

peso DE peso DE peso DE peso DE peso DE peso DE
G;‘f§° 3271,4 | 205,89 | 3211,9 | 196,81 | 3145 | 810,61 | 3594,4 | 175,88 | 4096,9 | 192,15 | 4400 | 222,7
Grgp° 3011,9 | 149,08 | 2940,5 | 148,81 | 3073,8 | 245,53 | 3271,1 | 237,44 | 3635,3 | 199,52 | 4182,7 | 245,4
Grz'm 3053,8 | 66,02 | 30154 | 103,68 | 3108,3 | 68,92 | 3340 | 154,11 | 3712,5 | 146,34 | 4391,7 | 378,7
Grg'” 3066,7 | 76,38 | 3066,7 | 83,34 |3116,7 | 316,7 | 3200 | 150 | 3550 | 300 | 3900 -

Tabla 9: Peso medio (en gramos) y su desviacion estandar (DE) en cada uno de los grupos en los

diferentes tiempos de evaluacion.

3. TECNICA QUIRURGICA

3.1. MEDIDAS INTRAOPERATORIAS
3.1.1 MEDIDA DE LOS TIEMPOS QUIRURGICOS
La duracién media de los procedimientos quirlrgicos (en minutos) en cada uno de los

grupos se muestran el la tabla 10.

Tabla 10. Duracion media del acto quirtargico

Media DE Mediana RI Rango
Grupo 2 6,38 1,43 6 5-7 5-10
Grupo 3 7,57 2,48 5,5-9 5-12
Grupo 4 7,31 2,69 6 6-8,5 5-14
Grupo 5 6,33 2,31 5 - 5-9

Tabla 10. Media, desviacién estandar (DE), mediana, rango intercuartilico (RI) y rango de la duracién de

la cirugia en cada uno de los grupos (en minutos).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de duraciéon de la cirugia
entre los diferentes grupos con un valor de p=0,73 en el test de Kruskal-Wallis. El analisis
individual entre grupos tampoco mostré diferencias estadisticamente significativas, con
valores de p=0,31 para la diferencia entre el tiempo de duraciéon entre los grupos 2 y 3,
p=0,634 entre grupos 2 y 4, p=1,0 entre grupos 2 y 5, p=0,99 entre grupos 3 y 4, p=0,79
entre grupos 3y 5y p=0,9 entre grupos 4 y 5.
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3.1.2. LONGITUD DE LA INCISION

La longitud media (en milimetros), la mediana, el rango intercuartilico (RI) y el rango de
las incisiones corneales en cada uno de los grupos se muestran el la tabla 11. La
comparacién de la media de las longitudes de la incisidon entre los grupos mediante el test
de Kruskal-Wallis mostrd diferencias estadisticamente significativas con un valor de
p=0,019. Al analizar las diferencias entre grupos de forma individual, solo las diferencias
entre los grupos 2 y 5 resultaron estadisticamente significativas con un valor de p=0,018,
mientras que las diferencias en la longitud de la incisién corneal entre el resto de grupos
mostro valores de p=0,12 (grupos 2 y 3), p=0,23 (grupos 2 y 4), p=1,0 (grupos 3 y 4),
p=0,24 (grupos 3y 5)y p=0,25 (4 y 5).

Tabla 11. Longitud de la incisién

Media DE Mediana RI Rango
Grupo 2 3,48 0,54 3,5 3-4 2,5-4,5
Grupo 3 3,86 0,62 4 3,25-4,5 3-4,5
Grupo 4 3,85 0,43 4 3,75-4 3-4,5
Grupo 5 4,5 0,5 4,5 4-5

Tabla 11. Media, desviacién estandar (DE), mediana, rango intercuartilico (RI) y rango de las incisiones

corneales en cada uno de los grupos (en milimetros).

3.1.3. DIAMETRO DEL BOLSILLO ESTROMAL
El didmetro medio del bolsillo intraestromal (en milimetros), la mediana, el rango

intercuartilico (RI) y el rango en cada uno de los grupos se muestran el la tabla 12.

El analisis del didametro del bolsillo intraestromal entre grupos mediante el test de Kruskal-
Wallis mostro diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos con un
valor de p<0,001. Al analizar las diferencias entre grupos de forma individual, solo las
diferencias entre los grupos 2 y 3 (p<0,001) y entre los grupos 4 y 3 (p<0,001) resultaron
estadisticamente significativas. Las diferencias entre las medias del diametro del bolsillo
entre el resto de grupos no resultaron estadisticamente significativas con valores de
p=0,87 para la diferencia entre los grupos 2 y 4, p=0,98 entre los grupos 2 y 5, p=0,204
entre los grupos 3y 5 y p=0,86 entre los grupos 4 y 5.
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Tabla 12. Diametro del bolsillo estromal

‘ Media ‘ DE ‘ Mediana RI Rango
Grupo 2 8,98 0,49 9 8,75-9,25 8-10
Grupo 3 8,14 0,53 8 8-8,5 7-9
Grupo 4 9,11 0,86 9 8,75-9,75 8-10
Grupo 5 8,83 0,74 9 8-9,5

Tabla 12. Media, desviacion estandar (DE), mediana, rango intercuartilico (RI) y rango de los diametros
del bolsillo intraestromal en cada uno de los grupos (en milimetros).

3.1.4. PROFUNDIDAD DEL BOLSILLO ESTROMAL

La profundidad a la que se planifico la diseccion del bolsillo corneal fue de 250 um en
todos los grupos. La profundidad real a la que se disecd el bolsillo estromal se analizd por
MCIV y mediante técnicas histoldgicas de las corneas ex-vivo (ver apartado 7.3.2).

4. EVALUACION DE PARAMETROS CLINICOS BIOMICROSCOPICOS

Figura 18. Secuencia en imagenes de 4 casos correspondientes a ojos de los grupos 2, 3, 4 y 5 (de arriba
a abajo). En cada fila se muestran, de izquierda a derecha, fotografias de un mismo caso de cada grupo
en el preoperatorio, a la semana, a las 2 semanas, al mes y a los 2 meses tras la cirugia. Se pueden
apreciar la transparencia corneal, la estabilidad, el centrado y la transparencia del implante, asi como la

ausencia de complicaciones.
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4.1. ESTUDIO BIOMICROSCOPICO

Se realizd un control biomicroscdpico y fotografico de cada uno de los casos a lo largo del
seguimiento y se anotaron las caracteristicas biomicroscopicas de la cdrnea, conjuntiva y
del implante intraestromal en la hoja de seguimiento. En la figura 18 se muestran ejemplos
de la secuencia posquirlrgica: preoperatorio, una semana, dos semanas, un mes y dos

meses tras la cirugia en cuatro casos correspondientes a los grupos 2, 3, 4y 5.

4.1.1. CONJUNTIVA

4.1.1.1. Hiperemia conjuntival
El porcentaje de casos con hiperemia conjuntival en cada grupo en los diferentes tiempos
de evaluacion asi como el valor p para la comparaciéon de estos porcentajes entre grupos

en cada uno de los tiempos (chi-cuadrado) se muestra en la tabla 13.

En relacion al grado de hiperemia, todos los casos, a excepcion de tres, presentaron una
hiperemia leve (grado 1). Los tres casos en los que la hiperemia fue de grado 2
corresponden al caso 216 del grupo 2, y a los casos 310 y 311 del grupo 3. Esta mayor
hiperemia conjuntival ocurrié a la semana de la cirugia en los casos 216 y 311 y a las dos
semanas en el caso 310. Como se describe mas adelante en el apartado 4.1.1 (Andlisis
global de los marcadores de inflamacién) los tres casos con hiperemia grado 2 ocurrieron
en el contexto de inflamaciones mas severas junto con neovascularizacién, edema e

infiltracion estromal.

Tabla 13. Hiperemia conjuntival

Grupo 3 Grupo 4

Tabla 13. Porcentaje de casos con hiperemia conjuntival en cada uno de los grupos en los diferentes
tiempos de seguimiento y valor p para la comparacién de los porcentajes entre grupos en cada uno de los
tiempos de evaluacion.
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Al comparar el porcentaje de casos de hiperemia conjuntival entre los casos tratados con
corticoides (grupos 4 y 5) y sin corticoides (grupos 2 y 3), encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos al dia y a la semana de la cirugia:
p=0,026 y p=0,006, respectivamente. Por el contrario, la diferencia entre grupos no
resultd estadisticamente significativa: p=0,12, p=0,58 y p=0,8 a los 15, 30 y 60 dias,
respectivamente (Prueba exacta de Fisher).

Comparando el porcentaje de casos de hiperemia entre los casos con LIE (grupos 3, 4 y 5)
y los casos sin LIE (grupo 2), no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos con valores de p=0,42, p=0,17, p=0,48, p=0,39 y p=0,61 a los dias
1,7, 15, 30 y 60, respectivamente (prueba exacta de Fisher).

Figura 19. Imagenes de los casos 214, 212 y 216 (grupo 2) a la semana de la intervencion en las que se

aprecia una hiperemia grado 0, grado 1 y grado 2 respectivamente. La hiperemia en el caso 216 se asocia

a edema, vascularizacion e infiltracién estromal.

4.1.1.2. Secrecion conjuntival

El porcentaje de casos con secrecién conjuntival en cada grupo en los diferentes tiempos
de evaluacioén, asi como el valor p para la comparacién de estos porcentajes entre grupos
en cada uno de los tiempos (chi-cuadrado) se muestra en la tabla 14. No se observd

ningun caso de secrecion conjuntival en los dias 30 y 60 de seguimiento.

Las secreciones conjuntivales se caracterizaron por ser mucosas, blanquecinas y leves en
cantidad en todos lo casos analizados, con la Unica excepcién del caso 216 a la semana de
la cirugia, en el que las secreciones presentaban las mismas caracteristicas pero fueron
mas abundantes en cantidad. En términos generales, la secrecién conjuntival se observd
en el contexto de una inflamacion conjuntival posoperatoria y asociada a otras
manifestaciones clinicas. Al comparar el porcentaje de casos de secrecion conjuntival entre
los grupos tratados con corticoides (grupos 4 y 5) y sin corticoides (grupos 2 y 3), no
encontramos diferencias estadisticamente significativas con valores de p=0,084, p=0,418,
p=1, p=1yp=1alosdias 1, 7, 15, 30 y 60, respectivamente (prueba exacta de Fisher). Al
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comparar el porcentaje de casos de secrecion conjuntival entre los casos con LIE (grupos
3, 4y 5 vy los casos sin LIE (grupo 2), encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos al dia de la cirugia (p=0,024) mientras que éstas no
resultaron estadisticamente significativas a los dias 7, 15, 30 y 60 (p=0,056, p=1, p=1y
p=1, respectivamente) (prueba exacta de Fisher).

Tabla 14. Secrecion conjuntival

Grupo 3

Tabla 14. Porcentaje de casos con secrecion conjuntival en cada uno de los grupos en los diferentes
tiempos de seguimiento y valor p para la comparacion de los porcentajes a lo largo del seguimiento en
cada grupo.

4.1.2. ESTROMA

4.1.2.1. Edema corneal

Al analizar el grado de edema corneal posoperatorio se vio que doce de los veintitn casos
(57,1%) del grupo 2, cinco de los veintiin casos (23,8%) del grupo 3, uno de los doce
casos (8,3%) del grupo 4 y ningun caso (0%) del grupo 5 presentd algin grado de edema
corneal el dia siguiente a la cirugia. En todos los casos, el edema fue de grado 1 salvo en
un caso del grupo 2 (caso 216) en el que el edema fue severo (grado 3) (ver Figura 19-C).
Esta diferencia en el porcentaje de casos de edema entre grupos al dia de la cirugia resultd
estadisticamente significativa con un valor de p=0,01 (chi-cuadrado). A la semana de la
cirugia el niUmero de ojos que presentaron edema estromal fue de ocho de veinte (40%)
en el grupo 2, nueve de veintiuno (42,9%) en el grupo 3, uno de doce (8,3%) en el grupo
4 y ningln caso (0%) en el grupo 5. En todos los casos el edema fue de grado 1 salvo en
el mismo caso del grupo 2 (caso 216) y en dos casos del grupo 3 (311 y 321) en los que el
edema corneal fue moderado o severo (grados 2-3). Esta diferencia entre grupos a la
semana de la cirugia resultd estadisticamente significativa (p=0,04) (chi-cuadrado). A las
dos semanas de la cirugia, se observé edema corneal en dos de dieciocho casos (11,1%)
en el grupo 2, seis de diecinueve casos (31,6%) en el grupo 3, 0% de casos en el grupo 4
y uno de tres casos en el grupo 5 (33,3%). De todos ellos, dos de los casos del grupo 2
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(casos 308 y 310) fueron edemas corneales moderados o severos (grados 2-3) (p=0,09;
(chi-cuadrado). Al mes de la cirugia, solo un caso en el grupo 3 (caso 314) present6é edema
corneal y a los dos meses, ningln caso de ninguno de los grupos presenté edema. Estas
diferencias del porcentaje de casos de edema entre grupos al mes y a los dos meses de la

cirugia no resultaron estadisticamente significativas.

Al comparar el porcentaje de casos de edema entre los casos tratados con corticoides
(grupos 4 y 5) y sin corticoides (grupos 2 y 3), encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos al dia de la cirugia (p=0,013) y a la semana de la cirugia
(p=0,012), mientras que la diferencia entre grupos no result6 estadisticamente significativa
(p=0,28, p=0,41y p=1) a los 15, 30 y 60 dias, respectivamente (prueba exacta de Fisher).
Comparando el porcentaje de casos de edema entre los ojos con LIE (grupos 3, 4y 5) y
sin LIE (grupo 2), encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos al dia de la cirugia p=0,002 mientras que la diferencia entre grupos no resultd

estadisticamente significativa (p=0,26, p=0,27, p=0,39 y p=1) a los 7, 15, 30 y 60 dias,

respectivamente (prueba exacta de Fisher).

Figura 20. Ejemplo de 2 casos del grupo 3 con edema corneal grado 1 y 2. A) Edema corneal grado 1 al

dia siguiente de la cirugia. B) Edema corneal grado 2 a la semana de la cirugia

4.1.2.2. Neovascularizacion corneal

Cinco de los setentainueve casos analizados (6,3%) presentaron algin grado de
neovascularizacion corneal (NVC). De entre todos ellos, un caso (caso 216) pertenecia al
grupo 2, mientras que los cuatro casos restantes (casos 305, 310, 311 y 314) pertenecian
al grupo 3. Ninguno de los caso de los grupos 1, 4 y 5 desarrollé NVC. La presencia de NVC

se observd a la semana de la cirugia en dos de los casos (casos: 216 y 305) mientras que
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en los tres restantes (casos: 310, 311 y 314) la NVC no fue visible hasta las dos semanas
tras la cirugia.

Al comparar la presencia de casos de NVC entre los grupos, excluyendo el grupo 1
(control) en el que no se realizd ningun tipo de procedimiento quirdrgico, observamos que
todos ellos ocurrieron en los grupos en los que no se empled tratamiento con
dexametasona para el control de la inflamacion. Esta diferencia en la incidencia global de
NVC entre los grupos con y sin tratamiento corticoideo no resultd estadisticamente
significativa (p=0,2). Al comparar la incidencia de NVC entre los casos tratados con
corticoides (grupos 4 y 5) y sin corticoides (grupos 2 y 3) en cada tiempo posoperatorio,
tampoco observamos diferencias estadisticamente significativas p=0,556, p=1, p=1, p=1y
p=1alos 1, 7, 15, 30 y 60 dias, respectivamente, entre los grupos a estudio en ninguno

de los tiempos de seguimiento (Prueba exacta de Fisher).

Figura 21. A y B: imagenes correspondientes al caso 305 a la semana y 2 semanas de la cirugia. A: NVC
periférica (grado 1) a la semana tras la implantacion del lenticulo. B: NVC (grado 2) a los 15 dias tras la
cirugia con afectacion de la cornea central junto al borde del lenticulo. C y D: imagenes correspondientes
a los casos 311 y 314 a la semana y a los 15 dias tras la cirugia, respectivamente. C: NVC periférica
(grado 1) a la semana tras la implantacion del lenticulo en el caso 311. D: caso 314 a los 15 dias tras la
cirugia en el que se observa una NVC (grado 2).
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4.1.2.3. Infiltracion corneal

A lo largo del seguimiento se observaron dos casos de infiltracion estromal. El primero de
ellos ocurrid en un caso del grupo 2 (caso 216) y se detectd a la semana de la
intervencion. El segundo caso correspondié a un caso del grupo 3 (caso 310) y se detectd
en la revision a las dos semanas tras la cirugia (ver Figura 22). En ambos casos, la
infiltracién estromal se caracteriz6 por la presencia de un area grisdcea con mayor 0 menor
opacidad estromal y asociada a edema corneal. Ninguno de los dos casos asocid un
defecto epitelial ni adelgazamiento estromal y no se observd necrosis ni lisis del estroma
anterior. En ambos casos se pudo apreciar la existencia de NVC (mas central en el caso

310), asi como de hiperemia conjuntival y secrecion blanquecina.

En el andlisis global por grupos se observd que los casos de infiltracién estromal fueron
uno de veintiuno (4,75%) en el grupo 2, uno de veintiuno (4,75%) en el grupo 3, cero de
trece (0%) en el grupo 4 y cero de tres (0%) en el grupo 5. La comparacion del porcentaje
de casos con infiltracion estromal entre grupos no mostrd diferencias estadisticamente

significativas (p=0,2) en el modelo lineal general de medidas repetidas.

Ante la presencia de una infiltracién estromal de estas caracteristicas, se procedié a tomar
muestras para cultivo microbioldgico, tanto fungico como bacterioldgico, con el fin de
descartar una queratitis infecciosa. Los resultados del cultivo resultaron negativos en
ambos casos, lo que impidid confirmar el origen infeccioso de la queratitis. En ambos
casos, se decidio sacrificar el animal y se procedid a la extraccién de las cdrneas para su

evaluacion histoldgica y por RT-qPCR. (Ver apartado 7.5)

4.1.2.4. Ulcera y adelgazamiento corneal

No se observd ningln caso de adelgazamiento estromal biomicroscopicamente apreciable a
lo largo del seguimiento en ninguno de los ojos de los cinco grupos. Estos hallazgos clinicos
fueron compatibles con los resultados obtenidos por paquimetria ultrasénica en los que se
vio que ninguno de los ojos presentd un adelgazamiento corneal en comparaciéon con la
paquimetria preoperatoria (ver apartado 5.1). En relacion a la aparicion de Ulceras
corneales, cabe destacar que en ninguno de los 79 casos de los cinco grupos a estudio se
aprecid la existencia de defectos epiteliales ni de Ulceras corneales a lo largo del

seguimiento.
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Figura 22. Imagenes A y B correspondientes a los casos 216 y 310 a la semana y a los 15 dias tras la

intervencion, respectivamente, en los que se aprecia un infiltrado estromal asociado a edema y NVC.

4.1.2.5. Necrosis Y lisis estromal
No hallamos ningin caso de necrosis estromal asociado a la técnica quirdrgica ni al
implante de LIE en ninguno de los grupos. Tampoco hubo casos de lisis del estroma

anterior ni de extrusion de los implantes a lo largo del seguimiento.

4.1.3. ENTRECARA

Tal y como se ha mencionado en el apartado 4.1.1, el nivel de transparencia corneal
observado nos permitié valorar el estado de la interfase disecada en el estroma corneal de
todos los casos salvo en dos (216 y 310) en los que se objetivd la existencia de una
queratitis intersticial con infiltracion estromal y en los que evaluar el estado de la interfase
no fue posible. En el resto de casos en los que la entrecara se visualizaba correctamente
no hallamos ningln caso con depositos en la interfase ni de haze biomicroscopicamente

visible asociado a la interfase durante el seguimiento.

4.1.4 ANALISIS GLOBAL DE MARCADORES DE INFLAMACION
Al analizar de forma conjunta los signos de inflamacion se observé que en conjunto, hubo
seis casos con inflamacion moderada-severa entendiendo como tal aquellos casos que

presentaron dos o mas de los signos biomicroscopicos enumerados en la tabla 15.
Los ojos con inflamacidn severa se correspondieron con el caso 216 en el grupo 2 y el caso

310 en el grupo 3. Los casos 303, 305, 308, 311 y 314 del grupo 3 presentaron signos de

inflamacion moderada.
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Tabla 15. Signos biomicroscdpicos de inflamacion moderada o severa.

1. Edema corneal moderado o severo
2. Neovascularizacion corneal

3. Infiltracién estromal

4. Hiperemia conjuntival extensa

5. Secrecién conjuntival profusa

6. Ulcera corneal

7. Melting corneal

8. Perforacion

4.2. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS Y DEL COMPORTAMIENTO DE LAS
LENTES INTRAESTROMALES

4.2.1. TRANSPARENCIA DE LOS IMPLANTES

Las lentes implantadas en las cdrneas de los conejos de los grupos 3 y 4 fueron
transparentes en el 100% de los casos en el momento de la implantacién. En ningun caso
hubo cambios en las caracteristicas de la LIE en lo que se refiere a la transparencia a lo
largo del seguimiento y éstas nos permitieron una adecuada visualizacion de las
estructuras situadas por detras de la lente. En ninguno de los casos en los que la
transparencia de los medios se vio alterada impidiendo la adecuada visualizacion de las
estructuras posteriores (casos 216, 305, 308, 310, 311 y 314), esto se debid a una

alteracion de las caracteristicas de la transparencia del lenticulo.

La caracteristicas de las lentes intraestromales implantadas en las cérneas de los conejos
del grupo 5 fueron diferentes a las implantadas en los o0jos de los grupos 3 y 4 (ver Figuras
23 y 24). En éstas se pudo apreciar la presencia de acimulos granulares correspondientes
a las microesferas cargadas con dexametasona encapsuladas en el hidrogel. Estos
acumulos de microesferas modificaban las caracteristicas de transparencia del hidrogel
respecto de las lentes implantadas en los grupos 3 y 4, dando lugar a una opacidad local

de los lenticulos a ese nivel. Este aspecto granulado de los implantes permanecié estable
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sin presentar cambios a lo largo de los dos meses de seguimiento. Las caracteristicas del

hidrogel fuera de los acumulos de microesferas fueron similares a las de las LIE

implantadas en las cdrneas de los grupos 3 y 4.

Figura 23. A y B: imagenes del caso 321 (grupo 3) y del caso 409 (grupo 4), respectivamente, en las que

se aprecia el implante intraestromal transparente.

Figura 24. A y B: Imagenes de los casos 502 y 503 (grupo 5) a la semanas y a los 30 dias,
respectivamente, en las que se aprecia la LIE con las microesferas encapsuladas que aportan un aspecto
granulado y modifican las caracteristicas de transparencia del hidrogel.

4.2.2. DESCENTRAMIENTO Y DESPLAZAMIENTO DEL IMPLANTE

En el grupo 3, diez de los veintiln casos (47,6%) presentaron algin grado de
descentramiento del lenticulo en el posoperatorio inmediato (casos 306, 308, 310, 311,
313, 316, 318, 319, 320 y 322). De todos ellos, ocho presentaron un descentramiento
grado 1 (borde del lenticulo dentro del apex corneal) y en dos casos (311 y 313) se aprecid
un descentramiento grado 2 (borde del lenticulo fuera del apex corneal). En el grupo 4,
seis de los trece casos (46,15%) presentaron algun grado de descentramiento del implante
en el posoperatorio inmediato (casos 403, 406, 408, 410, 411, y 412). De entre todos

estos, cuatro presentaron un descentramiento grado 1 y en los casos 403 y 411 se aprecid
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un descentramiento grado 2. En el grupo 5, uno de los tres casos (33,3%) (caso 501)
presentd un descentramiento del implante grado 1. El porcentaje de casos de

descentramiento de la lente en cada grupo fue similar, no hallando diferencias

estadisticamente significativas entre grupos (p=0,78).

Figura 25. A y B: imagenes de los casos 308 y 311 a las 24 horas de la intervencion, respectivamente, en

las que se aprecia un descentramiento de los lenticulos grado 1 (A) y grado 2 (B).

Al analizar la relacidén entre el descentramiento de las lentes y el desarrollo de NVC se
observo que entre los veintidds casos en los que el implante estaba centrado hubo dos
casos (9%) que desarrollaron NVC, mientras que de los quince casos en los que habia
algin grado de descentramiento, dos casos (13,3%) desarrollaron NVC. De entre éstos,
uno de los once casos (9,1%) con descentramiento grado 1 desarrolld NVC, mientras que
uno de los cuatro casos (25%) con descentramiento grado 2 desarroll6 NVC. Estas

diferencias entre grupos no resultaron estadisticamente significativas (p=0,62).

Igualmente, se analiz6 la posicién de las lentes intraestromales, asi como los cambios en
su posicion a lo largo del seguimiento. En la practica totalidad de los casos (diecinueve de
veintiin casos en el grupo 3, doce de trece en el grupo 4 y tres de tres en el grupo 5) las
lentes permanecieron estables en la misma posicion en la que quedaron tras la cirugia.
Esto ocurrié tanto en los casos en los que la lente quedd perfectamente centrada tras la
cirugia como en aquellos casos en los que hubo un descentramiento grado 1. Observamos
un desplzamiento del implante solo en 3 casos (ver Figura 26). De los cuatro casos en los
que se aprecié un grado de descentramiento tipo 2 en el posoperatorio inmediato, tres de
ellos (casos 311, 313 y 403) presentaron cambios en la posicidn de la lente en la revision a
la semana y en revisiones sucesivas, pasando a mostrar un descentramiento grado 1. En el

cuarto caso con un desplazamiento grado 2 (caso 411), la lente permanecié estable sin
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presentar cambios en su posicién a lo largo del seguimiento. No hemos hallado una
asociacién estadisticamente significativa entre el didmetro del bolsillo estromal y la

aparicion de un descentramiento de los implantes en todos los grupos con LIE (p=0,384).

Figura 26. Imagen de los casos 313 (Ay B) y 403 (Cy D) y 411 (E y F) a las 24 horas y a los 15 dias tras
la intervencion. En las imagenes a las 24 horas se puede apreciar un descentramiento grado 2 de los
lenticulos en los tres casos. En la imagen a los 15 dias se observa que el desplazamiento es menor (grado
1) en los casos 313 y 403, mientras que en el caso 411, el grado de desplazamiento se mantiene estable

en el tiempo.
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4.2.3. DETERIORO E IRREGULARIDAD DE LOS IMPLANTES

Los lenticulos implantados fueron circulares y sus bordes regulares en todos los casos a
excepcién de siete (casos 311, 314, 316 y 322 en el grupo 3, casos 403 y 408 en el grupo
4 y el caso 501 en el grupo 5), en los que se pudo apreciar alguna irregularidad en el
contorno de las lentes. En todos ellos, las irregularidades consistieron en pequefas
muescas del reborde o pérdida de un pequefio fragmento periférico (ver Figura 27).

Figura 27. Imagen correspondiente al caso 408 a los 15
dias de la intervencion en la que se aprecia una muesca en
el reborde de la lente.

En el caso 314 se produjo una fisura radial del lenticulo en el momento de la implantacién.
Esta fisura se mantuvo estable a lo largo de las sucesivas revisiones sin presentar cambios

en su forma ni en su extension.

Al analizar la relacion entre el deterioro de las lentes y el desarrollo de NVC, se observd
que entre los 30 casos sin deterioro hubo dos casos (6,7%) que desarrollaron NVC,
mientras que de los siete casos en los que habia algin grado de deterioro, dos casos
(28,6%) desarrollaron NVC. Esta diferencia no resultd estadisticamente significativa
(p=0,244). Globalmente, cuatro de los cinco casos con algun grado de NVC ocurrieron en
los grupos en los que se implantd una LIE. De estos cuatro casos, dos (50%) ocurrieron en
cdrneas en las que se implantd una lente que presentaba una irregularidad en su reborde
(casos 311 y 314) (ver Figura 28). Tampoco hallamos una asociacién entre las

irregularidades del borde de la LIE y el desarrollo de edema corneal (p=0,196).
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Figura 28. Imagen correspondiente al caso 314 a los 15 dias (izquierda) y al mes (derecha) de la
intervencion en la que se aprecia una NVC progresiva asociada a la muesca y fisura del lenticulo.

4.2.4, DEPOSITOS
No se detectaron depdsitos en las superficies anterior y posterior de los implantes en

ningun caso de los grupos 3, 4 y 5 a lo largo del seguimiento.
4.2.5. MIGRACION ANTERIOR Y EXTRUSION DE LOS IMPLANTES

Las lentes intraestromales permanecieron estables a lo largo del seguimiento en todos los

grupos. No se detectd ningln caso de migracién anterior ni de extrusion del lenticulo.

5. PAQUIMETRIA

5.1. PAQUIMETRIA ULTRASONICA

Se obtuvieron medidas de grosor corneal en todos los 0jos de cada grupo en cada uno de
los tiempos de exploracién. Los grosores corneales medios medidos por paquimetria
ultrasdnica (PU) en micras (um) para cada uno de los grupos en cada tiempo de estudio se

muestran resumidos en la tabla 16.

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la paquimetria media
preoperatoria entre grupos(p=0,844). Analizando cada uno de los grupos por separado, en
el grupo 2 se aprecié un incremento en la media del grosor corneal de 59,71 um en el
posoperatorio inmediato en comparacién con el preoperatorio (p<0,001). Este incremento
paquimétrico disminuyo en la revisién del dia, manteniendo un grosor corneal comparable
al preoperatorio en todas las exploraciones siguientes, con un valor de p=0,238 para la
diferencia de la media entre el preoperatorio y los 2 meses. En los grupos 3, 4 y 5 (con
LIE), apreciamos un incremento paquimétrico en el posoperatorio inmediato respecto del
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preoperatorio de 139,43 um, 182,23 um y 159 um, respectivamente, que, a diferencia del
grupo 2, fue reduciéndose progresivamente sin volver a los valores observados en el
preoperatorio. Asi, la diferencia media (incremento) en la paquimetria entre el
preoperatorio y los 60 dias en los grupos 3, 4 y 5 fue de 99,11 pm, 117,1 um y 83 um,
respectivamente, siendo esta diferencia estadisticamente significativa con valores de
p<0,001 y de p=0,01 para los grupos 3 y 4, respectivamente. La figura 29 muestra la
progresiéon del grosor corneal medio de cada grupo desde el preoperatorio hasta los 2

meses de seguimiento.

Tabla 16. Paquimetria ultrasonica

Preop Postop

Tabla 16. Grosor corneal medio (en um), medido por PU, de cada grupo en los diferentes tiempos

posoperatorios.
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Figura 29. Evolucion de la paquimetria (en um) medida por PU a lo largo del

tiempo (dias) en cada uno de los grupos.
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Al comparar entre si los grosores corneales en los diferentes grupos, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos. Los grupos 3, 4 y 5 presentaron
valores de paquimetria media mas altos que el grupo 2 en todos los momentos de
exploracion (salvo en el preoperatorio), siendo estas diferencias estadisticamente
significativas para la comparacién de medias con el grupo 3 (p<0,001), el grupo 4
(p<0,001) y el grupo 5 (p=0,048), respectivamente. Entre los grupos con implante
intraestromal (grupos 3, 4 y 5) no hubo diferencias estadisticamente significativas en el
grosor corneal medio en los diferentes tiempos de seguimiento en el modelo lineal de
medidas repetidas, con valores de p=0,11 para la diferencia de medias entre los grupos 3
y 4; p=0,19 para la diferencia de medias entre los grupos 3 y 5; y de p=0,59 para la
diferencia de medias entre los grupos 4 y 5.

Al analizar la paquimetria de cada uno de los grupos en los diferentes tiempos de
seguimiento, observamos que en las exploraciones a los 7 y 15 dias se aprecia un mayor
grosor corneal medio en el grupo 3 (sin dexametasona) respecto de los grupos 4 y 5
tratados con dexametasona tdpica o en microesferas de PLGA-dexametasona, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p=0,001 y p=0,003 a los 7 y 15 dias,
respectivamente). Esta diferencia en el grosor corneal entre los grupos 3, 4 y 5 se
normaliza a los 30 y 60 dias tras la intervencion, con diferencias que no resultan
estadisticamente significativas (p=0,86 y p=0,94, respectivamente). Ninguno de los ojos
intervenidos (grupos 2 a 5), presentd un adelgazamiento del grosor corneal total a los 60

dias en comparacion con el preoperatorio.

5.2. PAQUIMETRIA MEDIDA POR MCIV

Se obtuvieron valores de grosor corneal medidos mediante MCIV-CS4 para los grupos 1, 2
y 3 alos 7, 30 y 60 dias tras la intervencion. La tabla 17 muestra los valores medios de
grosor corneal en micras (um) obtenidos mediante MCIV para cada uno de estos grupos en
los citados momentos de exploracion. Obtuvimos medidas validas en todos los casos salvo
en los casos 211 y 216 del grupo 2 y los casos 302 y 309 del grupo 3 en los que no se

obtuvieron imagenes adecuadas para la obtencion de medidas paquimétricas.

No observamos diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de la media
de las paquimetrias entre el preoperatorio y la revision a los 7, 30 y 60 dias (p=0,354;
p=0,27 y p=0,446, respectivamente) en el grupo 2. En el grupo 3 la diferencia en la media
de las paquimetrias entre el preoperatorio y los dias 7, 30 y 60 mostrd valores de p<0,001

en todos los tiempos a estudio.
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Analizando cada grupo de forma aislada, no observamos diferencias estadisticamente
significativas en la paquimetria entre la exploracion a los dias 7, 30 y 60 en el grupo 2 (sin
LIE). En el grupo 3, por el contrario, la diferencia en la media de las paquimetrias entre el
dia 7 y los dias 30 y 60 mostré diferencias estadisticamente significativas (p=0,001 y
p=0,024, respectivamente), mientras que la comparaciéon entre los valores medios de los
dias 30 y 60 no fue estadisticamente significativa (p=0,76).

Tabla 17. Paquimetria por MCIV

TABLA 17. Grosor corneal medio (en um) y su desviacion estandar medidos por MCIV para cada

grupo en los diferentes tiempos posoperatorios.
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Figura 30. Evolucién del grosor corneal (en um) medido por MCIV en los

grupos 1, 2y 3 alos 7, 30 y 60 dias.
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5.3. COMPARACION DE LA PAQUIMETRIA MEDIDA POR ULTRASONIDOS Y MCIV
La estimacion de la magnitud de la concordancia entre la paquimetria medida por
ultrasonidos (PU) y la paquimetria medida por MCIV se realizd midiendo el coeficiente de
correlacion intraclase (CCI). El método de Bland Altman se utilizd para mostrar
graficamente el grado de concordancia entre técnicas. Los valores de las medidas

promedio del CCI y su intervalo de confianza al 95% se resumen en la tabla 18.

Tabla 18. Comparacién de la paquimetria ultrasénica y por MCIV.

dia7 dia 30 dia 60

ccl IC ccl IC CCl IC
Grupo 1 0,46 (-0,43 2 0,79)
Grupo 2 0,19 (-0,37a0,61) 0,09 (-0,37a0,53) 0,57 (-0,18 2 0,88)
Grupo 3 0,95 (0,88 2 0,98) 0,94 (0,832 0,98) 0,89 (0,682 0,97)

Tabla 18. Coeficiente de correlacion intraclase (CCI) (medidas promedio/average meassures) entre
paquimetria ultrasonica y paquimetria medida por MCIV y su intervalo de confianza (IC) al 95%.

Mediante los graficos de Bland y Altman se analiz el grado de concordancia entre los
diferentes métodos (US vs MCIV) empleados para la medida de la paquimetria corneal.
Estos graficos muestran la diferencia del grosor corneal medido por los dos instrumentos.
Cada punto ilustra graficamente la media de la paquimetria medida con ambos
instrumentos para cada uno de los casos. La linea azul continua muestra la diferencia
media (en ym) entre las medidas de paquimetria obtenidas mediante US y MCIV. Las
lineas discontinuas rojas muestran los limites inferior y superior del intervalo de confianza
al 95% establecidos como la media +/- 1,96 desviaciones estandar. En el eje x se marca el

valor del grosor corneal medio de cada uno de los casos.

En las figuras 31-34 se muestra la media de las diferencias entre el grosor corneal medido
por US y medido por MCIV por el método de Bland y Altman. La diferencia media
analizando los casos de todos los grupos en comun fue de 10,8 um (mayor por PU que por
MCIV). En el analisis por subgrupos se observaron diferencias medias de -0,7 um en el
grupo 1, de 27,3 um en el grupo 2 y de 14,6 um en el grupo 3, respectivamente. El grado
de concordancia entre ambas tecnologias, medido por la amplitud del IC 95%, oscilé entre
80,4 y -58,8 um para el analisis global, entre 79,7 y -81,1 um en el grupo 1, entre 87,8 y -
33,2 uym en el grupo 2 y entre 89 y -59,9 um en el grupo 3.
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Figura 31. Diferencia (en um) entre el grosor corneal medido por PU y por MCIV en todos

los grupos. La linea azul continua representa la media y las lineas rojas discontinuas el IC al

95%. La mayor parte de estas diferencias se encuentran en este rango.
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Figura 32. Diferencia (en pm) entre el grosor corneal medido por PU y por MCIV en el grupo

1. La linea azul continua representa la media y las lineas rojas discontinuas el IC al 95%. La

mayor parte de estas diferencias se encuentran en este rango.
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Figura 33. Diferencia (en pm) entre el grosor corneal medido por PU y por MCIV en el grupo
2. La linea azul continua representa la media y las lineas rojas discontinuas el IC al 95%. La

mayor parte de estas diferencias se encuentran en este rango.
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Figura 34. Diferencia (en pm) entre el grosor corneal medido por PU y por MCIV en el grupo
3. La linea azul continua representa la media y las lineas rojas discontinuas el IC al 95%. La

mayor parte de estas diferencias se encuentran en este rango.
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6. MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO

6.1. EPITELIO
Las imagenes del epitelio corneal obtenidas por MCIV presentaron las caracteristicas
morfoldgicas habituales de las células epiteliales descritas en la literatura.”t En ellas se

pudieron distinguir tres tipos celulares bien diferenciados.

En los estratos mas superficiales de la cérnea se observaron células poligonales
(pentagonales y hexagonales) con y sin borde hiperreflectivo y con un nucleo central
hiperreflectivo bien marcado. Dentro de este grupo de células poligonales, se pudieron
distinguir estratos con diferentes subtipos celulares. En el mas superficial de ellos, el
citoplasma era hiperreflectivo, de reflectividad similar al nlcleo que se encontraba rodeado
por un halo hiporreflectivo (ver Figuras 35-A, 35-B y 35-C). Estas células superficiales se
observaron en todos los grupos y sus caracteristicas morfolégicas no variaron entre los

grupos 1, 2y 3.

En el siguiente estrato se observaron células poligonales de similares caracteristicas en las
que el citoplasma presentaba una reflectividad intermedia, menor a la del nicleo y la pared
celular, y en las que no se apreciaba el caracteristico halo de hiporreflectividad observado
en el estrato anterior (ver Figuras 35-D y 35-E). Este subtipo celular de menor contraste
mostré un pico de reflectividad en el z-scan mas bajo que el de las células superficiales,
previamente descritas, y no pudo ser observado en todos los casos. En planos mas
profundos observamos células de caracteristicas similares a las anteriores que presentaban
un nucleo hiperreflectivo, un citoplasma hiporrelectivo, ausencia del halo perinuclear y
unos bordes celulares hiperreflectivos similares a los de las células basales (ver Figura 35-
F).

En estratos mas profundos se observd un tercer subtipo de células epiteliales de menor
tamafo con bordes celulares hiperreflectivos y citoplasma hiporreflectivo sin presencia de
nlcleo evidente. En ninglin caso observamos estructuras subepiteliales sugestivas de una

membrana basal o membrana de Bowman.
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Figura 35. Imagenes de epitelio corneal por MCIV.

6.2. ENDOTELIO

Las imagenes endoteliales en todos los casos mostraron las caracteristicas morfoldgicas
habituales del endotelio corneal descritas en la literatura.”! Se pudo apreciar una
monocapa hiperreflectiva de células hexagonales que se corresponde con el primer pico de
reflectividad (el mas elevado) de la grafica Z-scan. Las células endoteliales mostraron una
morfologia hexagonal, ausencia de nucleos celulares y lineas intercelulares hiporreflectivas

(ver Figura 36).

Obtuvimos imagenes validas en todos menos en los casos 211 y 216 del grupo 2 y los
casos 311, 317 y 321 del grupo 3 en la revision al dia 7, en los que no se obtuvieron
imagenes endoteliales adecuadas para su correcta visualizacion y analisis por parte del
software del CS4. Estos casos se excluyeron a la hora de realizar el analisis estadistico de

los datos.

Se obtuvieron valores de la densidad celular endotelial, el area celular, el coeficiente de
variacion del tamafio celular (CVTC), el porcentaje de hexagonalidad y el nimero medio de
lados de las células endoteliales por MCIV. Las medidas se obtuvieron a los dias 7, 30 y 60
en los grupos 2 y 3. Las medidas obtenidas en el grupo 1 (ojos contralaterales de los casos

del grupo 2) se emplearon como control.
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Figura 36. Imagenes del endotelio corneal por MCIV de los casos 101 a 122 pertenecientes al grupo 1
(control).

6.2.1. DENSIDAD DE CELULAS ENDOTELIALES

La tabla 19 muestra los valores medios de la densidad celular endotelial (DCE) (en
células/mm?) obtenidos mediante MCIV para cada uno de estos grupos en los citados
momentos de exploracion. No hubo diferencias en la media del la DCE entre los grupos 2 y
3 (con y sin LIE) a lo largo del seguimiento (p=0,232) en el modelo lineal general de
medidas repetidas. La comparacidon de las medias de la DCE a lo largo del seguimiento
mostré un valor de p=0,072 en el grupo 2 y de p= 0,231 en el grupo 3 en el analisis
multivariante. Los valores p para la comparacion de las medias de la DCE entre el grupo
control y las exploraciones a los dias 7, 30 y 60 fue de p=0,698; p=0,063 y p=0,061,
respectivamente, en el grupo 2 y de p=0,2; p=0,907 y p=0,96, respectivamente, en el

grupo 3.
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Tabla 19. Densidad de células endoteliales

TABLA 19. Densidad de células endoteliales (cel/mm2) media y desviacion estandar medidas por MCIV de

los grupos 1, 2 y 3 en los diferentes momentos.

6.2.2. AREA CELULAR ENDOTELIAL

La tabla 20 muestra los valores medios del area celular endotelial (en mm?) obtenidos
mediante MCIV en cada uno de estos grupos en los citados momentos de exploracion. El
analisis multivariante de la comparacion de las medias del area celular endotelial entre los
grupos 2 y 3, a lo largo del seguimiento, mostré un valor de p=0,26. La comparacién de
las medias del area celular endotelial a lo largo del seguimiento mostrd un valor de
p=0,062 en el grupo 2 y de p=0,26 en el grupo 3 en el modelo lineal general de medidas
repetidas. Los valores p para la comparacion de las medias del area celular endotelial entre
el grupo control y la exploracion a los dias 7, 30 y 60 fueron: p=0,82, p=0,055 y p=0,061;
y p=0,16, p=0,861 y p=0,941, para los grupos 2 y 3, respectivamente.

Tabla 20. Area celular endotelial media

TABLA 20. Area celular (mm?2). Media y desviacion estandar medidas por MCIV de los grupos 1, 2y 3 en

los diferentes momentos de exploracion.

6.2.3. COEFICIENTE DE VARIACION DEL TAMANO CELULAR
La tabla 21 muestra, en forma de porcentaje, las medias de los coeficientes de variacion
del tamafio celular (CVTC) de cada uno de estos grupos en los citados momentos de

exploracion. No hubo diferencias en las medias del CVTC endotelial entre los grupos 2 y 3,

110



RESULTADOS

a lo largo del seguimiento, en el modelo lineal general de medidas repetidas (p=0,204). El
analisis multivariante de la comparacion de las medias del CVTC endotelial a lo largo del
seguimiento mostré un valor de p=0,038 en el grupo 2 y de p=0,219 en el grupo 3,
respectivamente. Los valores p para la diferencia de la media del CVTC entre el grupo
control y la exploracién a los dias 7, 30 y 60 fueron de p=0,121, p=0,895 y p=0,216,
respectivamente, en el grupo 2 y de p=0,004, p=0,396 y p=0,129, respectivamente, en el
grupo 3.

Tabla 21. Coeficiente de variacion del tamano celular endotelial

TABLA 21. Variacion en el tamafio del area celular. Media de los porcentajes de los coeficientes de

variacion del tamano celular y su desviacion estandar medidos por MCIV en los grupos 1, 2 y 3 en los

diferentes momentos de exploracion.

6.2.4. NUMERO DE LADOS DE LAS CELULAS ENDOTELIALES
La tabla 22 muestra el nimero medio de lados de las células endotelial obtenidos mediante

MCIV para cada uno de estos grupos en los citados momentos de exploracion.

Tabla 22. Numero de lados de las células endoteliales

TABLA 22. Media y desviacion estandar del nimero de lados de las células endoteliales medido por MCIV

en los grupos 1, 2 y 3 en los diferentes momentos de exploracion.

6.2.5. HEXAGONALIDAD
La tabla 23 muestra los porcentajes medios de hexagonalidad (porcentaje de células
hexagonales del total de células) obtenidos mediante MCIV para cada uno de estos grupos
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en los citados momentos de exploracién. La comparacién del porcentaje de hexagonalidad
medio entre los grupos 2 y 3, a lo largo del seguimiento mostré un valor de p=0,026 en el
modelo lineal general de medidas repetidas.

El analisis multivariante de la comparacién del porcentaje de hexagonalidad medio de las
células endoteliales a lo largo del seguimiento mostrd un valor de p=0,174 en el grupo 2 y
de p=0,211 en el grupo 3. Los valores p para la diferencia de la media del porcentaje de
hexagonalidad celular entre el grupo control y la exploracidn a los dias 7, 30 y 60 fueron de
p=0,096, p=0,009 y p=0,424, respectivamente, en el grupo 2 y de p=0,003, p=0,071y

p=0,391, respectivamente, en el grupo 3.

Tabla 23. Hexagonalidad de las células endoteliales

TABLA 23. Porcentaje de hexagonalidad. Media del porcentaje de hexagonalidad y desviacion estandar

medidos por MCIV de los grupos 1, 2 y 3 en los diferentes momentos.
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6.3. ESTROMA

6.3.1. MORFOLOGIA

Figura 37. Iméagenes del estroma corneal. A) Imagen del estroma anterior del caso 101 (grupo 1) en el
que se ven queratocitos de caracteristicas normales embebidos en una MEC hiporreflectiva. B) Imagen
correspondiente al estroma posterior del mismo caso (101) en la que podemos apreciar queratocitos en
menor densidad, embebidos en la MEC hiporreflectiva. C) Imagen del estroma anterior del caso 201
(grupo 2) en la que se aprecian queratocitos activados formando MEC, que aparece con mayor
reflectividad que en las imagenes A y B, junto a particulas hiperreflectivas. D) Imagen del estroma anterior
por delante de la LIE de PEGDA del caso 306 (grupo 3) en la que se aprecian queratocitos activados con

hiperreflectividad de sus nlcleos y del citoplasma, embebidos en una MEC hiperreflectiva.

6.3.2. DENSIDAD DE QUERATOCITOS

6.3.2.1. Densidad de queratocitos en el estroma anterior

El andlisis multivariante de la comparacion de la media de la densidad de queratocitos del
estroma anterior no mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
momentos de evaluacion en el grupo 2 (p=0,23) ni en el grupo 3 (p=0,76). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,33) en la comparacién de la

media de la densidad de queratocitos del estroma anterior entre los grupos 2 y 3 en el
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modelo lineal general de medidas repetidas. Al analizar la diferencia de las medias de la
densidad de queratocitos del estroma anterior en los diferentes momentos de evaluacion,
no observamos diferencias estadisticamente significativas (p=0,1, p=0,572 y p=0,128)
entre los grupos 2 y 3 a los 7, 30 y 60 dias, respectivamente. Los valores de p para la
diferencia de la media de la densidad de queratocitos en estroma anterior entre el grupo
control y la exploraciéon a los dias 7, 30 y 60 fueron de p=0,436, p=0,163 y p=0,973,
respectivamente, para el grupo 2 y de p=0,436, p=0,205 y p=0,704, respectivamente,

para el grupo 3.

Tabla 24. Densidad de queratocitos en estroma anterior

Media

1035,72 98 - - - -
1095,6 196 1034,87 187 1111,23 159
1040,52 101 1001,99 177 934,56 325

TABLA 24. Densidad media de queratocitos (cel/mm?2) en el estroma anterior y su desviacion estandar
medidas por MCIV de los grupos 1, 2y 3 en los dias 7, 30 y 60 del posoperatorio.
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Figura 38. Densidad de queratocitos (cel/mm?2) en el estroma anterior de los
grupos 1, 2 y 3 en el preoperatorio, a la semana, al mes y a los 2 meses de la

cirugia.

6.3.2.2. Densidad de queratocitos en el estroma posterior
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,1) en la comparaciéon de
la media de la densidad de queratocitos del estroma posterior entre los grupos 2y 3 en el

modelo lineal de medidas repetidas. Al analizar la diferencia de la densidad de queratocitos

114



RESULTADOS

del estroma posterior entre ambos grupos en los diferentes momentos de evaluacién, no
observamos diferencias estadisticamente significativas (p=0,103, p=0,552 y p=0,876)
entre los grupos 2 y 3 a los 7, 30 y 60 dias, respectivamente.

El analisis multivariante de la comparacién de la media de la densidad de los queratocitos
del estroma posterior en el grupo 2 mostro diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes momentos de evaluacién (p=0,011), mientras que en el grupo 3 no mostro

diferencias significativas entre los diferentes tiempos posoperatorios (p=0,27).

Los valores p para la diferencia de la media de la densidad de queratocitos en estroma
posterior entre el grupo control y los dias 7, 30 y 60 fueron de p=0,382, p=0,653 y
p=0,85, respectivamente, para el grupo 2 y de p=0,792, p=0,226 y p=0,576,

respectivamente, para el grupo 3.

Tabla 25. Densidad de queratocitos en estroma posterior

TABLA 25. Densidad media de queratocitos (cel/mm2) en el estroma posterior y su desviacion estandar
medidas por MCIV de los grupos 1, 2 'y 3 en los dias 7, 30 y 60 del posoperatorio.
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Figura 39. Densidad de queratocitos (cel/mm?) en el estroma posterior de
los grupos 1, 2 y 3 en el preoperatorio, a la semana, al mes y a los 2 meses
de la cirugia.
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6.3.3. NERVIOS ESTROMALES

Figura 40. Nervios estromales en los casos 105, 110, 113, 114, 117 y 120 pertenecientes al grupo 1.

116



RESULTADOS

6.4. INTERFASE

6.4.1. REFLECTIVIDAD DE LA INTERFASE

La intensidad de la interfase se analizd midiendo la reflectividad, expresada en LRU (/ight
reflectance units), del pico generado en la grafica Z-scan en el area de mayor reflectividad
asociada al plano de diseccion corneal (ver Figura 41). La tabla 26 muestra las medias de
la intensidad de la reflectividad de la interfase de los grupos 2 y 3. La comparacion entre la
reflectividad de los grupos 2 y 3 a lo largo del seguimiento mostré un valor de p=0,029 en
el modelo lineal general de medidas repetidas. Dentro del grupo 2 no hallamos diferencias
estadisticamente significativas en la reflectividad entre los diferentes tiempos a estudio
(p=0,613) mientras que en el grupo 3 la comparacién de la media de la reflectividad entre
los diferentes tiempos de evaluacién mostrd diferencias estadisticamente significativas
(p=0,021).

Tabla 26. Reflectividad de la interfase

TABLA 26. Reflectividad media de la interfase (en LRU) y desviacion estandar medidas por MCIV en los
grupos 2y 3 alos 7, 30 y 60 dias del posoperatorio.

Figura 41. A) Grafico Z-scan perteneciente a un caso del grupo 2 (sin LIE) en el que se aprecia un primer

pico correspondiente al endotelio, un pico al final del grafico correspondiente al epitelio y un pico
intermedio correspondiente a la interfase. B) Grafico Z-scan perteneciente a un caso del grupo 3 (con LIE)
en el que se aprecia un primer pico correspondiente al endotelio, un valle correspondiente al implante
seguido de un area de reflectividad decreciente correspondiente al estroma anterior y un pico al final del

grafico correspondiente al epitelio.
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6.4.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA INTERFASE

Las caracteristicas morfologicas de la interfase fueron variables: desde una capa
hiperreflectiva uniforme con grados variables de transparencia y ausencia de estructuras
estromales reconocibles, hasta un estroma de caracteristicas normales, pasando por
morfologias intermedias en las que se pudieron observar queratocitos de caracteristicas
normales junto a areas de desestructuracién estromal. De esta forma se establecié una
clasificacion morfoldgica de la interfase en cuatro tipos (1 a 4). La presencia de particulas

hiperreflectivas se analizd de forma aislada a la morfologia de la interfase.

e Tipo 1. Estroma normal. Interfase no distinguible del resto del estroma
circundante.

e Tipo 2. Interfase caracterizada por la presencia de una estroma normal con
queratocitos embebidos en una matriz extracelular hiporreflectiva junto a imagenes
que distorsionan esta estructura caracteristica.

e Tipo 3. Interfase caracterizada por una practica ausencia de las estructuras que
conforman el estroma tipico a ese nivel pero en las que son visibles algunos
queratocitos.

e Tipo 4. Ausencia total de estructuras estromales caracteristicas.

En las figuras 42 a 47 se muestran las imagenes correspondientes a la interfase de cada
uno de los casos de los grupos 2 y 3 en las exploraciones realizadas a los dias 7, 30 y 60
del posoperatorio. La distribuciéon de los diferentes tipos de interfase en cada grupo se
detalla en la tabla 27.

Tabla 27. Caracteristicas morfologicas de la interfase

GRUPO 2
1 2 3 4
Dia7 5% 20% 45% 30%
Dia 30 6,3% 37,5% 37,5% 18,7%
Dia 60 7,1% 35,7% 35,7% 21,4%
GRUPO 3
1 2 3 4
Dia 7 0% 5% 45% 50%
Dia 30 0% 25% 50% 25%
Dia 60 0% 14,3% 57,1% 28,6%

Tabla 27. Porcentaje de casos de cada tipo de interfase en los diferentes grupos.
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INTERFASE GRUPO 2 (DIA 7)

Figura 42. Imagenes de la interfase corneal por MCIV de los casos 201 a 222 pertenecientes al

grupo 2 a la semana de la intervencion.
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INTERFASE GRUPO 2 (DIA 30)

Figura 43. Imagenes de la interfase corneal por MCIV de los casos 201 a 219 pertenecientes al

grupo 2 al mes de la intervencion.
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INTERFASE GRUPO 2 (DIA 60)

Figura 44. Imagenes de la interfase corneal por MCIV de los casos 202 a 218 pertenecientes al

grupo 2 a los dos meses de la intervencion.
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INTERFASE GRUPO 3 (DIA 7)

Figura 45. Imagenes de la interfase corneal por MCIV de los casos 301 a 321 pertenecientes al

grupo 3 a la semana de la intervencion.
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INTERFASE GRUPO 3 (DIA 30)
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Figura 46. Imagenes de la interfase corneal por MCIV de los casos 301 a 321 pertenecientes al

grupo 3 al mes de la intervencion.
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INTERFASE GRUPO 3 (DIA 60)

Figura 47. Imagenes de la interfase corneal por MCIV de los casos 301 a 322 pertenecientes al

grupo 3 a los dos meses de la intervencion.
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6.4.3. PARTICULAS HIPERREFLECTIVAS EN LA INTERFASE

La presencia de particulas hiperreflectivas en el estroma corneal se analizd de forma
aislada, sin asociarlas al patron morfolégico de la interfase. La tabla 28 muestra el
porcentaje de casos con particulas hiperreflectivas en cada exploracion en ambos grupos.
La comparacion del porcentaje de casos con presencia de particulas en la interfase entre la
semana Yy los dias 30 y 60 mostrd, respectivamente, valores de p=0,25 y p=0,031 en el
grupo 2, y de p=0,625 y p=0,031 en el grupo 3 (test de McNemar). La densidad media de
particulas hiperreflectivas (particulas/ mm?) de cada grupo en las exploraciones a los 7, 30
y 60 dias se resume en la tabla 29. La comparacion de la media de particulas entre los
grupos 2 y 3 en los diferentes tiempos de evaluacion mostré un valor de p=0,337 en el
modelo lineal general de medidas repetidas. La comparacion de las medias de la densidad
de particulas entre los diferentes tiempos de evaluacion mostré un valor de p=0,017 el
grupo 2 y de p=0,19 en el grupo 3. La comparacion de la media de particulas en la
interfase entre la semana y los dias 30 y 60 mostro, respectivamente, valores de p=0,126

y p=0,031 en el grupo 2 y de p=0,83 y p=0,061 en el grupo 3.

Porcentaje de casos con particulas hiperreflectivas

Dia7 Dia 30 Dia 60
Grupo 2 90% 68,7% 42,8%
Grupo 3 90.5% 81,3% 53,3%

TABLA 28. Porcentaje de casos con particulas hiperreflectivas en la interfase en los grupos 2y 3 a los 7,
30y 60 dias del posoperatorio.

Figura 48. Iméagenes de particulas hiperreflectivas en la interfase lente-estroma por MCIV de los
casos 310 (A) y 314 (B) a la semana de la intervencion.
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Tabla 29. Densidad de particulas hiperreflectivas en la interfase

TABLA 29. Media de la densidad de las particulas hiperreflectivas en la interfase (particulas/mm?) y

desviacion estandar medidas por MCIV en los grupos 2 y 3 a los 7, 30 y 60 dias del posoperatorio.

6.5. GROSOR DE LOS IMPLANTES

Los implantes estromales se caracterizaron por presentar un valle de hiporreflectividad
absoluta en mitad del estroma corneal de reflectividad media en el grafico Z-scan obtenido
por CS4 (ver figura 41-B correspondiente al grafico Z-scan en el apartado 6.4. Interfase).
Los valores medios del grosor de los implantes por MCIV en el grupo 3 (media en pm +
DE) fueron de 109,85 + 30,04; 118,14 + 18,52 y 104,63 + 18,09 a los 7, 30 y 60 dias del

posoperatorio, respectivamente.

6.6. PAQUIMETRIA POR MCIV
Ver apartados 5.2 y 5.3 de resultados.
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7._ANALISIS HISTOLOGICO
7.1. EPITELIO

7.1.1. EPITELIO GRUPO 1

Las corneas del grupo 1 presentaron un epitelio poliestratificado escamosos de entre 4 y 6
capas celulares. El estrato basal, en contacto directo con el estroma debido a la ausencia
de MB, consisti6 en una monocapa de células cilindricas. Se pudieron apreciar, también,
células intermedias aladas y un estrato de células superficiales con grados variables de
queratinizacion. El nimero de capas celulares del epitelio se mantuvo estable a lo largo de
toda la cornea sin que se apreciara una diferencia en el grosor ni en la celularidad del

epitelio entre la periferia y el apex corneal (ver Figuras 49-50).

Figura 49. Imagen a cuatro aumentos de la cornea del caso 110 perteneciente al grupo 1, tefiida con
hematoxilina-eosina, en la que se aprecian las caracteristicas tipicas del epitelio corneal (dentro del

recuadro).

Figura 50. Imagen a 40 aumentos de la cornea del caso 101 perteneciente al grupo 1, en la que se

aprecian con mayor detalle las caracteristicas del epitelio corneal.
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7.1.2. EPITELIO GRUPO 2

En todos los caso hallamos la presencia de un epitelio poliestratificado cilindrico de
caracteristicas similares a las descritas en las corneas del grupo 1. En los casos en los que
se evidencié una proliferacion colagena mas marcada, se pudo apreciar un adelgazamiento
del epitelio corneal suprayacente, especialmente en los casos 209 y 216 en los que el
adelgazamiento epitelial fue mas evidente. En el resto de casos del grupo 2 no observamos
diferencias en la morfologia ni en la celularidad del epitelio corneal en comparacién con las

corneas analizadas en el grupo control.

7.1.3. EPITELIO GRUPOS 3,4y 5

En las corneas de los grupos 3 a 5 se pudo apreciar una hiperplasia del epitelio corneal
suprayacente a las areas de transicion del estroma con y sin implante. Observamos un
incremento del grosor epitelial a expensas de un nimero de células aumentado y a un
mayor volumen de éstas en las zonas de transicion junto al implante estromal. El nimero
de capas del epitelio en estas zonas fue mayor al observado en los grupos 1y 2, con entre

8 y 10 filas de células (ver Figura 51).

El epitelio corneal sobre el implante mostrd las caracteristicas tipicas de un epitelio
poliestratificado escamoso de caracteristicas similares al epitelio corneal observado en el
grupo control. El grosor de este epitelio sobre el area correspondiente al implante estromal
fue similar el descrito en el grupo 1 a excepcidn de los casos 310, 311 y 314 en los que
pudimos apreciar un epitelio mas delgado. El nimero de hileras de células epiteliales sobre
el implante en estos casos oscild entre cuatro y cinco. La morfologia de las células
epiteliales de los diferentes estratos del epitelio no varié en comparaciéon con lo observado
en los grupos 1y 2.
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Figura 51. A) Seccion parcial de la cornea del caso 501 (grupo 5) a 4 aumentos en la que se aprecia el

espacio generado por el implante de PEGDA sin evidencia de restos del hidrogel. En el epitelio se aprecia
un engrosamiento en el area de transicion del implante de la LIE. B) Imagen correspondiente al caso 407
(grupo 4) en la que se aprecia un engrosamiento del epitelio corneal en la zona correspondiente al borde
del implante de similares caracteristicas. C) Imagen a 20 aumentos de un corte de cdrnea tenido con HE
en la que se observa con mas detalle el epitelio corneal sobre el area del implante.

7.2. ENDOTELIO Y MEMBRANA DE DESCEMET

El endotelio corneal se visualizd como una monocapa de células planas en los cinco grupos
a estudio. No hemos hallado ningin cambio estructural del endotelio inducido por la
diseccion estromal o el implante de PEGDA en los casos analizados en los diferentes grupos
y tiempos posoperatorios (ver Figura 52).
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Figura 52. Imagen a 40 aumentos perteneciente al grupo 1 tefiida con HE en la que se aprecia la
monocapa de células planas del endotelio corneal, asi como una banda homogénea de color rosado que se
situa junto a éste y que corresponde con la membrana de Descemet.
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7.3. ESTROMA

7.3.1. ESTROMA GRUPO 1
Las cdrneas del grupo 1 presentaron un estroma organizado en lamelas superpuestas con

presencia de nucleos de queratocitos embebidos entre las lamelas.

7.3.2. ESTROMA GRUPO 2

El estroma corneal de los casos del grupo 2 presentd unas caracteristicas similares a los
casos del grupo control en 16 de los 21 casos en los que no apreciamos signos de
presencia del plano de diseccion del bolsillo estromal (ver Figura 53). En cinco casos (casos
201, 209, 216, 217 y 222) (ver Figura 54), observamos la presencia de una proliferacion
desestructurada de fibras de colageno en la zona correspondiente al plano de diseccion del
bolsillo estromal. Estas areas de cicatrizacién con fibras de coldgeno desestructuradas
asociaron una disminucién o ausencia completa de los caracteristicos nucleos de
queratocitos estromales a ese nivel, a diferencia del resto del estroma corneal en el que los
nucleos de los queratocitos se aprecian embebidos entre las lamelas de colageno siguiendo
la misma distribucion que en el resto de los casos del grupo. El caso 216 mostro una
hipercelularidad en la zona del plano de diseccion en el contexto de un proceso

inflamatorio corneal mas extenso y se analiza con mas detalle en el apartado 7.5.

Las caracteristicas del estroma anterior (por delante del plano de diseccion) fueron
similares a las descritas en los casos del grupo control salvo en el caso 216, ya mencionado
anteriormente, que asocid un infiltrado inflamatorio. La presencia de queratocitos activados
fue mas evidente en los casos 201, 203, 209, 210 y 216, mientras que el resto de casos
mostraron queratocitos de caracteristicas normales junto con algin queratocitos activado
de forma aislada. En el estroma posterior pudimos observar cierto grado de compactacion
de las fibras de colageno por debajo del plano de diseccion del bolsillo estromal. La
estructura lamelar organizada de fibras de coldgeno del estroma posterior permanecio
respetada en todos los casos, incluidos aquellos en los que observamos una
desorganizacion de las fibras de colageno en el plano de diseccion estromal y en los casos

con presencia de un infiltrado inflamatorio, que se limit6 al estroma anterior.
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HISTOLOGIA (GRUPO 2)

Figura 53. Imagenes de las secciones de los cortes de cdrnea tefiidos con HE pertenecientes a los casos
201 a 221 (grupo 2).
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Figura 54. Imagenes a 10 aumentos del corte tefiido con HE de los casos 201, 209, 216 y 222 (grupo 2)
en las que se aprecia la presencia de una proliferacion de fibras de colageno desestructuradas en el plano
de diseccion del bolsillo estromal.

Figura 55. Imagen a 4 aumentos del corte tefiido con HE del caso 409 en el que se aprecia el espacio

intraestromal generado por la presencia del implante de PEGDA.
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7.3.3. ESTROMA GRUPOS 3,4y 5

En los grupos 3, 4 y 5 (con LIE) se observd la existencia de un espacio vacio en el centro
del estroma corneal correspondiente al area ocupada por el implante de PEGDA. Este
espacio presentaba caracteristicas morfoldgicas similares al implante con forma rectangular
o trapezoidal y bordes redondeados tal y como se muestra en la figura 55. El grosor de
este espacio oscild entre el 30% y el 50% del grosor corneal total resultante tras la
implantacion del lenticulo. La figura 58 muestra ejemplos de los diferentes casos del grupo
4 en los que podemos observar corneas con un 50% del espacio ocupado por el bolsillo
estromal (casos 404, 405 o 412) y otras en los que el espacio virtual ocupado por el
implante represent6 un tercio o menos del grosor corneal total (casos 401, 403, 406, 407 y
409).

El estroma corneal por delante del implante mostrd caracteristicas similares a las
observadas en los grupos 1 y 2 con una mayor compactacion de las fibras de coldgeno por
encima del implante y nlcleos de queratocitos de caracteristicas similares. En el estroma
medio se pudieron observar fibras de colageno desestructuradas asi como una ausencia de
queratocitos en el area correspondiente al plano de diseccion del bolsillo estromal en las
zonas no ocupadas por el implante de PEGDA. Las caracteristicas de este plano de

diseccion fueron similares a las ya descritas el los casos del grupo 2 (ver Figura 56).
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Figura 56. Imagen a 40 aumentos del corte tefiido con HE del caso 309 (grupo 3) en el que se aprecia el
espacio intraestromal generado por la presencia de implante de PEGDA. Junto al espacio de la lente se
observa una abertura correspondiente al plano de diseccion del bolsillo estromal que se contintia con la
presencia de una proliferacion de fibras de coldgeno desestructuradas similares a lo observado en las
cérneas del grupo 2.
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Figura 57. Imagenes a 10 aumentos de los casos 408, 410, 503 y 502 en las que se aprecia la

compactacion de las fibras de colageno en el estroma anterior a la lente.

La profundidad a la que se planed el bolsillo intraestromal fue de 250 um en todos los
casos de los grupos 2 a 5. En los cortes histoldgicos de las muestras corneales se observd
que la profundidad real del plano de disecciéon estromal oscild entre el 50% de espesor

corneal y el plano predescemético, tal y como se observa en los casos 401 o 404. En la
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mayor parte de los casos el plano de diseccién se situd entre el 60 y el 80% del espesor

corneal (ver Figura 58).

Figura 58. Casos 401 a 412 pertenecientes al grupo 4. Imagen a 4 aumentos de las secciones de los

cortes de cdrnea tefiidos con hematoxilina-eosina. En todos los casos se muestra la presencia de un
espacio en el estroma corneal medio o posterior que se corresponde con el bolsillo corneal en el que se
implantd el lenticulo de PEGDA.

En los bordes de la luz generada por el implante intraestromal pudimos observar la
presencia de acimulos de células y de nlcleos celulares que se localizaron
preferentemente en los vértices del espacio intraestromal (ver Figura 57). Estas células
presentaron caracteristicas similares a los fibroblastos o a nicleos de queratocitos mas o
menos aplanados que permanecieron sueltos. En algunos casos pudimos observar la
presencia de un recubrimiento interno de la luz en forma de monocapa o de pseudoepitelio
poliestratificado, a expensas de una metaplasia pseudo-epiteliomatosa de estos
queratocitos localizados en el borde de la luz. En ningln caso pudimos apreciar la

presencia de verdaderas células de origen epitelial en el interior de la luz que sugieran un
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crecimiento intraepitelial. Sin embargo, debido al procesado de las muestras, un analisis

mas detallado de las muestras no ha sido posible.

Figura 59. Imagen a 10 y 20 aumentos de la cdrnea correspondiente al caso 409 del grupo 4. En ambas
imagenes se puede apreciar la presencia de acimulos celulares en el angulo del reborde del espacio

generado por el implante estromal.

7.4. IMPLANTE INTRAESTROMAL

En todos los casos de los grupos 3, 4 y 5 (grupos con implante intraestromal de PEGDA) se
observd un espacio mas o menos vacio en el centro del tejido estromal descrito
anteriormente. Las imagenes de las secciones de tejido mostraron restos del implante de
hidrogel de PEG fragmentado y distorsionado que no siempre fueron detectables en todos
los casos (ver Figura 60). Estos fragmentos del hidrogel de PEGDA se encontraron tanto en
los bordes de la luz resultante tras el implante estromal, en el centro de ésta, sobre el
tejido estromal o fuera de la pieza en forma de artefacto. En algin caso, (ver figura 60) se
pudo apreciar una leve coloraciéon azulada residual en el espacio ocupado originalmente
por el lenticulo como vestigio del hidrogel. Ninguna de las imagenes mostrd el implante de
PEGDA con su estructura, tamafo y forma original y en contacto directo con el estroma

circundante.
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Figura 60. A, B, C y D: Imagenes a 4 aumentos correspondientes a los casos 404, 501, 502 y 406 en las
que se aprecian fragmentos del hidrogel de PEGDA, fragmentados dentro y fuera de la luz originada por
implante.

7.5. CASOS DE NEOVASCULARIZACION E INFILTRACION ESTROMAL
En las figuras 61, 63 y 64 se muestran ejemplos de 3 casos (216, 310 y 311) con
inflamacioén significativa pertenecientes a los grupos 2 y 3, en los que pudimos apreciar

una distorsion de las caracteristicas de la estructura corneal descrita anteriormente.

En el caso 216 observamos un epitelio adelgazado con una monocapa de células planas y
pérdida de las caracteristicas celulares tipicas del epitelio poliestratiificado previamente
descrito. En areas mas laterales del epitelio se aprecia la exocitosis de células inflamatorias
junto a la necrosis de queratocitos subepiteliales formando una pustula (ver Figura 62-C).
En el estroma medio pudimos observar la presencia de una proliferacion desestructurada
de fibras de colageno junto con la formacion de un granuloma y degeneracién hialina en el
area de la diseccidn quirdrgica. En el estroma anterior pudimos apreciar un aumento del
numero de queratocitos activados con hipertrofia nuclear, vacuolizacion de queratocitos y
la presencia de una infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (LPMN),
predominantemente eosindfilos, y de algun linfocito junto a los neovasos (ver Figuras 61 y
62). Las caracteristicas del estroma posterior por debajo de la diseccién estromal fueron
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normales, mostrando una estructura lamelar de las fibras de coldgeno y un endotelio de

caracteristicas normales.

Figura 61. B: imagen biomicroscopica del caso 216 (grupo 2) con presencia de infiltracion estromal,
edema y neovascularizacion. A: corte histoldgico a 10 aumentos de la cdrnea central del caso 216 tefiido
con HE. C y D: cortes a 40 aumentos del caso 216. E: imagen a 63 aumentos de la misma seccién

histoldgica que la imagen A.

Figura 62. A y B: imagenes a 63 aumentos correspondientes al caso 216 en las que se aprecia a mas
detalle la presencia de eosindfilos y linfocitos en el estroma anterior (por delante del plano de diseccion

corneal). C: imagen del caso 216 a 4 aumentos en la que se aprecia una pustula epitelial.
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Figura 63. B: imagen biomicroscopica del caso 310 (grupo 3) con presencia de infiltracion estromal,
edema y neovascularizaciéon. A: corte histoldgico a 4 aumentos de la cornea central del caso 310 tefiido
con HE en la que se aprecia el espacio generado por el implante intraestromal, los restos del implante de
PEGDA vy la presencia de células inflamatorias en el estroma. C, D y E: cortes histolégicos a 20, 40 y 63
aumentos, respectivamente, del caso 310 en las que se muestran las células inflamatorias y los neovasos

con mas detalle.

En el caso 310 observamos una ausencia de células epiteliales caracteristicas sin la
presencia de una transicion celular marcada entre el estroma anterior y el epitelio. En el
estroma anterior se aprecid una infiltracion masiva por LPMN, predominantemente
eosinofilica, junto con algun linfocito entre las lamelas de colageno, asi como la presencia
cariorrexis de LPMN vy algin macréfago aislado (ver Figura 63). La fibras de colageno en
este estroma anterior mostraron una desestructuracion con pérdida del aspecto laminar del
colageno. Entre ellas se pudo observar la presencia de un nimero elevado de queratocitos
activados con nucleo hipertrofico y de fibroblastos, asi como la presencia de queratocitos
necroticos y vacuolizados. El nimero de neovasos en el estroma anterior fue elevado sin
evidencia de estos en el estroma posterior al plano de diseccidn, tal y como se aprecia en
las fotografias biomicroscdpicas de la cdrnea. En la luz estromal central se apreciaron
restos del implante original de PEGDA asi como acimulos de nlcleos de queratocitos en los
bordes. Bordeando la luz se observd la presencia de una monocapa de células planas en
forma de metaplasia pseudoepiteliomatosa de queratocitos recubriendo el borde de la luz.

Las caracteristicas del estroma posterior por debajo del implante intraestromal fueron
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normales, mostrando una estructura lamelar de las fibras de colageno y un endotelio de

caracteristicas normales asi como la ausencia de células inflamatorias y neovasos.

Figura 64. B: imagen biomicroscopica del caso 311 (grupo 3) con presencia de edema estromal y
neovascularizacion. A: corte histoldgico a 4 aumentos de la cornea del caso 311 tefiido con HE en la que
se aprecia el espacio generado por el implante intraestromal, los restos del implante de PEGDA vy la
presencia de células inflamatorias en el estroma. C, D y E: cortes histoldgicos a 10 y 20 aumentos,
respectivamente, del caso 311 en los que se muestran las células inflamatorias y los neovasos con mas
detalle.

En las imagenes correspondientes al caso 311 se pudo apreciar un epitelio adelgazado
sobre el area del implante (ver Figura 64). En el estroma anterior observamos una leve
infiltracion leucocitaria mayoritariamente eosinofilica, la presencia de queratocitos
activados, de queratocitos vacuolizados y cierto grado de desestructuracion de las fibras de
coldgeno. Se pudo apreciar algun neovaso, Vvisible también en las imagenes
biomicroscopicas, sin evidencia de éstos en el estroma posterior al plano de diseccion. Por
debajo del implante intraestromal observamos una estructura lamelar de las fibras de
colageno estromales y un endotelio de caracteristicas normales. Entre las lamelas de
estroma posterior pudimos observar la presencia de algun eosindfilo. Bordeando la luz
generada por el implante se aprecia una monocapa de células planas de caracteristicas

similares a los queratocitos y restos del implante de PEGDA.
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Figura 65. A y B: corte histoldgico a 63 aumentos de la cdrnea del caso 311 tefiido con HE en el que se
aprecia con mayor detalle la presencia del infiltrado de eosindfilos.
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8. EXPRESION DE PROTEINAS DE MEC POR RT-qgPCR

La tabla 30 muestra los resultados de la expresion de mRNA del coldgeno-1A (col-1A),
queratocan y metaloproteasa de matriz de tipo 1 (MMP-1) del tejido corneal de los casos
pertenecientes a los grupos 2 a 5, por RT-gPCR mediante un método de cuantificacion
relativa expresado en AACt y 2”-AACt (fold change).

Tabla 30. Expresion de Colageno-1A, MMP-1 y Queratocan por RT-qPCR

Colageno-1A Queratocan
AACt | 27-AACt | DE AACt || AACt | 27-AACt | DE AACt || AACt | 27-AACt | DE AACt
Grupo 2 W, 1,62 1,59 0,9 0,54 0,84 1,6 0,33 1,76
Grupo 3 e X:7! 7,67 1,28 0,41 0,75 0,87 0,28 0,82 1,34
Grupo 4 W2 3,34 1,35 0,46 0,73 0,57 1,5 0,35 2,0
Grupo 5 WS 0,86 1,42 1,9 0,27 0,12 3,56 0.08 2,41

TABLA 30. Media de la expresion AACt y 2”-AACt (fold change) de colageno-1A (col-1A), metaloproteasa
de matriz-1 (MMP-1) y queratocan y desviacion estandar del AACt, medidas por RT-gPCR en los grupos 2-
5 (2”-AACt=1 referencia; 2”°-AACt >1 sobreexpresion; 2~-AACt <1 infraexpresion).

e Ct= Ciclo humbral.

e ACt= Diferencia entre el Ct del gen objetivo y el Ct del gen referencia
(housekeeping gene).

e AACt= ACt en la muestra objetivo - ACt de la muestra control (media grupo 1).

e 2/-AACt= Mide el fold change de la expresion del gen objetivo en la muestra

objetivo.

La expresion de col-1A, queratocdn y MMP-1 de grupo 1 (control) se empled como
referencia para el cdlculo de AACt. Los valores (media +/- DE) de ACt para el col-1A,

queratocan y MMP-1 se describen en la tabla 31.
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Tabla 31. Valores de referencia de la expresion de Colageno-1A, MMP-1y

Queratocan por RT-qPCR en corneas control.

Colageno-1A 57 +/-1,6
MMP-1 9,3+/-0,6
Queratocan 6,8 +/- 1,7

8.1. EXPRESION DE COLAGENO-1A

Observamos una sobreexpresion de col-1A de 1,6 folds, 7,6 foldsy 3,34 folds en los grupos
2, 3 y 4, respectivamente. En el grupo 5 el col-1A se infraexpresd en 1,4 folds. La
comparacién, en unidades arbitrarias de expresion (UAE), de la expresion del col-1A entre
grupos mostrd un valor de p=0,01. La mayor sobreexpresion de col-1A ocurrié en el grupo
3. Las comparaciones individuales de la expresidn de col-1A entre grupos mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos 2 y 3 (con y sin LIE) (p<0,001),
mientras que las diferencias no resultaron estadisticamente significativas entre los grupos 3
vy 4 (p=0,061). No se realizaron comparaciones del resto de los grupos con el grupo 5

debido al tamaiio de la n y a la alta variabilidad en la expresidn de col-1A en dicho grupo.

Entre los grupos con LIE encontramos diferencias estadisticamente significativas (p=0,011)
en la expresion del col-1A entre los grupos tratados con corticoides (grupos 4 y 5) vy el

grupo sin corticoides (grupo 3).

8.2. EXPRESION DE MMP-1

Observamos una reduccion de la expresion de MMP-1 en todos los grupos a estudio. Esta
infraexpresion fue de 4,6 folds, 2,5 folds, 2,7 folds'y 7,3 folds en los grupos 2, 3, 4y 5,
respectivamente. La diferencia en la infraexpresion (en UAE) entre los cuatro grupos no
mostré diferencias estadisticamente significativas (p=0,054). La comparacién de las
expresiones de MMP-1 entre los diferentes grupos tampoco mostré diferencias

estadisticamente significativas entre éstos:

e Grupos 2y 3 (p=0,117)
e Grupos 2y 4 (p=0,785)
e Grupos 2y 5 (p=0,527)
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e Grupos 3y 4 (p=0,819)
e Grupos 3y 5 (p=0,09)
e Grupos 4y 5 (p=0,271)

Entre los grupos con LIE no encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0,147) en la expresion del MMP-1 entre los grupos 4 y 5, tratados con corticoides y el

grupo 3 sin corticoides.

8.3. EXPRESION DE QUERATOCAN

Observamos una reduccién de la expresidon de queratocan en todos los grupos a estudio.
La reduccién de la expresion fue de 6,7 folds, 1,8 folds, 6,8 foldsy 12 folds en los grupos
2, 3, 4y 5, respectivamente. La diferencia en la magnitud de la infraexpresion (en UAE)
entre los cuatro grupos no mostrd diferencias estadisticamente significativas (p=0,46). La
comparacién de las expresiones de queratocan entre los diferentes grupos tampoco mostro

diferencias estadisticamente significativas entre éstos:

Grupos 2y 3 (p=0,58)
Grupos 2y 4 (p=0,81)
Grupos 2y 5 (p=0,95)
Grupos 3y 4 (p=0,99)
Grupos 3y 5 (p=0,64)
Grupos 4y 5 (p=0,75)

La comparacién de la expresion de queratocan entre los grupos con LIE tratados con
dexametasona (grupos 4 y 5) y no tratados con dexametasona (grupo 3) no mostrd

diferencias estadisticamente significativas (p=0,588).

144



DISCUSION






DISCUSION

1. DESARROLLO DE LENTES INTRAESTROMALES

1.1. MATERIAL

Las caracteristicas ideales de los materiales sintéticos para su uso como implantes
intraestromales, tanto con fines refractivos como regenerativos, han sido descritas
previamente (ver Tabla 4). Asi, una lente ha de tener las siguientes propiedades para su
correcto funcionamiento como implante intraestromal: transparencia, resistencia mecanica
adecuada, permeabilidad al paso de nutrientes y de agua'¥’ y un indice de refraccién (IR)
similar o superior al de la cornea.'®* A su vez, el material implantado ha de mantener sus

propiedades dpticas tras la implantacion /7 vivo en el tejido estromal.!74

1.1.1. HIDROGELES

Los hidrogeles son redes tridimensionales de polimeros hidréfilos que poseen la propiedad
de absorber gran cantidad de agua y otros fluidos bioldgicos sin perder la capacidad de
mantener su estructura. Esta capacidad de absorcion del agua depende de diferentes
factores entre los que se encuentran la concentracion del polimero, las propiedades
reticulares del hidrogel o la temperatura circundante.*® Debido a su permeabilidad, a sus
propiedades Opticas y a la posibilidad de servir como vehiculo para la liberacion de
farmacos,1%%:1%7 |os hidrogeles han sido empleados en oftalmologia tanto para el desarrollo
de lentes intraestromales (LIE) con finalidad refractiva como para la fabricacion de

queratoprotesis como el modelo AlphaCor™, 205

1.1.2. METODO DE ENTRECRUZAMIENTO DEL HIDROGEL: FOTOPOLIMERIZACION

El presente trabajo es parte de una linea de investigacion mas amplia del grupo de
oftalmologia del Hospital Universitario Donostia junto con el area de biomateriales de la
Fundaciéon Inasmet-Teknalia cuyo objetivo final es el desarrollo de una lente Core-Skirt
para su uso como queratoprotesis.2%-A Basandonos en el modelo proporcionado por la
queratoprotesis AlphaCor™ del grupo de Chirila2%> en el que tanto la zona dptica como la
zona periférica de anclaje estan fabricados del mismo material, se plantea el desarrollo de
un implante de polietilenglicol diacrilato (PEGDA) con una zona central (CORE) o sistema
optico y un componente periférico (SKIRT) o sistema de anclaje en el que se encapsulan
queratocitos y microesferas cargadas con dexametasona. El objetivo de este implante era:
1) conseguir la viabilidad de estos queratocitos aislados de su tejido original que les
permita producir componentes de MEC para la integracién del implante en la cérnea y 2)
permitir la liberacion de la dexametasona desde las microesferas.
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Debido a que la encapsulacion de células y de microesferas en el hidrogel era uno de los
objetivos de esta linea de investigacion y basandonos en la experiencia previa de los
investigadores del grupo en encapsulacion de queratocitos, 28 se optd por la
fotopolimerizacion como método de entrecruzamiento mas apropiado para el desarrollo del
hidrogel de los implantes. La ventaja de la fotopolimerizacion como método de
entrecruzamiento de los hidrogeles reside en la posibilidad de crear hidrogeles in situ, asi

como en encapsular células y microesferas en estos hidrogeles.

1.1.3. EL HIDROGEL DE PEGDA

Para la fabricacién de nuestro hidrogel se empled un macrémero de polietilenglicol (PEG) al
que se le incorporaron dos acrilatos: polietilenglicol diacrilato (PEDA) ya empleado
previamente para la fabricacion de implantes y para la liberacion de farmacos.27:2%8 E| peso
molecular del macrémero, de 3400 Da, condiciond el tamafio y la permeabilidad de la malla

del hidrogel y su validez para el desarrollo de implantes intracorneales.?”

La concentracion final de polimero de PEGDA por la que se optd para la diluciéon fue del
30% con la que el grado de hinchamiento volumétrico (Q) fue de 0,78 + 0,15 mientras que
el contenido en agua del hidrogel fue del 79%, similar al de otros implantes estromales
como el modelo PermaVision,!>%162 con un contenido en agua del 78% vy al de la cornea,

cuyo porcentaje de agua se establece en el 78%.20°

1.1.3.1. Propiedades opticas

La transparencia de los implantes se midi6 mediante un estudio de transmision de la luz y
fue superior al 98% en el espectro visible (entre 450-700 nm), mientras que en el espectro
ultravioleta (250-400 nm) oscilé entre el 2,92% y el 93,54%. Igualmente, la absorcién de
la luz en el espectro ultravioleta oscild entre 1,57 a 0,06 para cada rango. La transparencia
corneal es fundamental para el mantenimiento de sus funciones dpticas. De igual manera,
los implantes intraestromales, para su uso con finalidades tanto dpticas como terapéuticas,
han de mantener estas mismas caracteristicas de transparencia y han de ser capaces de
transmitir cantidades de luz del espectro visible por encima del 90%. Por otro lado, es
conocido que la exposicion corneal a la luz ultravioleta induce cambios patoldgicos en la
estructura corneal?!® y que cantidades variables de radiacion ultravioleta pueden atravesar
la cdrnea y alcanzar estructuras oculares internas e inducir un dafio ocular irreversible.?!!
Trabajos recientes han mostrado que los estratos corneales anteriores (epitelio y
membrana de Bowman) poseen coeficientes de absorcion de luz ultravioleta superiores al
estroma corneal, a pesar de que es el estroma corneal, debido a su mayor grosor, el

responsable de entre el 70 y el 75% de la absorcion de luz ultravioleta de la cornea.22 Un
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implante intraestromal ideal ha de absorber la mayor cantidad de luz del espectro

ultravioleta permitiendo la trasmision del mayor porcentaje de luz del espectro visible.

El indice de refraccion (IR) de la cornea es de (1,376)° y esta tedricamente representado
como una funcidn de la hidratacion estromal.?!®> Esta relacién tedrica asume que la
naturaleza Optica de la cdrnea es comun a todos los mamiferos y la distribucién de agua en
la cornea es uniforme. Sin embargo trabajos posteriores muestran que las caracteristicas
de hinchamiento y la hidratacion de los compartimentos anterior y posterior de la cornea
difieren.?* Por otro lado, cambios en la hidratacién del estroma dan lugar a cambios en su
IR y subsiguientemente en la dptica corneal. El IR de los implantes intraestromales
depende del material y de su grosor siendo de 1,35 en el hidrogel de los implantes de este
estudio. En términos generales, un implante intraestromal de hidrogel tiene un IR similar al
de la cornea. Implantes de otros materiales con indices de refraccion superiores tendrian
utilidad refractiva permitiendo una mayor potencia refractiva afiadiendo menos volumen,
mientras que implantes de similar IR a la cornea (hidrogeles) serian de utilidad para su uso
con finalidades terapéuticas o precisarian de un mayor grosor para moldear la cérnea con

finalidad refractiva.

1.1.3.2. Permeabilidad a la glucosa

De los trabajos de McCarey y Schmidt acerca de la distribucidon de glucosa en la cornea
conocemos que la permeabilidad a la glucosa del hidrogel es el factor determinante en la
biocompatibilidad de los implantes estromales.® Mas recientemente, Larrea y
colaboradores estudiaron la distribucion de glucosa corneal tras implantes estromales
implantados a diferentes profundidades en los que la concentracién de glucosa epitelial
desciende hasta un 76% con materiales impermeables, confirmando la importancia de la

permeabilidad de los implantes a la glucosa y otros solutos.4”

La permeabilidad a la glucosa del hidrogel se evalué comparandola con especimenes de
cérnea de conejo ex vivo, para los que obtuvimos unos valores del coeficiente de difusion
de la permeabilidad a la glucosa (D) de D=1,11x10° cm?/s para el hidrogel de PEGDA y
D=1,87x10"° cm?/s para la cornea de conejo. Estos resultados muestran que el hidrogel fue
permeable a la glucosa pero en menor grado que la cornea control de conejo y que lo

descrito por otros autores con diferentes hidrogeles.'**

1.1.3.3. Las dimensiones del implante de PEGDA
La experiencia ha mostrado que de los implantes intraestromales con finalidad refractiva

cuyo objetivo no sea el de moldear la superficie anterior de la cérnea han de ser lo mas
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finos posibles,'%> a diferencia de los implantes intracorneales terapéuticos para su uso
como sustitutos corneales de mayor grosor. Los implantes intraestromales de hidrogel
descritos en la literatura presentan grosores variables desde 350 um de las series
iniciales,?> 15-45 um®8 o 25-60 um®® en diferentes series con implantes PermaVision,
hasta grosores de 32-36 um de los implantes de hidrogel para presbicia del modelo
Raindrop.176 McCarey y colaboradores describieron que el flujo de glucosa a través de una
LIE de hidrogel semipermeable es directamente proporcional al gradiente de concentracién
de glucosa y al coeficiente de difusién del material e inversamente proporcional al grosor
de la lente.*> En sus ensayos observaron que la diferencia en la concentracion epitelial de
glucosa en el cornea central por delante de una LIE de hidrogel (con un contenido en agua
del 70%) implantada en el estroma medio descendia de 548 pg/ml a 411 pg/ml al
incrementar el grosor de la LIE de 0,5 mm a 2 mm.* En base a estos conocimientos y a la
experiencia previa en la fabricacién de LIE, decidimos fabricar implantes de 100 um de

espesor central.

Respecto del didmetro de los implantes, de los trabajos iniciales de Maurice conocemos
que implantes no permeables de didmetros superiores a 4 mm impiden la difusion lateral
de glucosa, por lo que 4 mm seria el diametro maximo de una LIE no permeable para
permitir un adecuado aporte de glucosa al estroma anterior y al epitelio.?'® Con lentes de
hidrogel, la difusion lateral y a través del implante semipermeable de la glucosa se
equiparan, por lo que aunque tedricamente, reducir el diametro de la LIE pudiera permitir
una mayor difusiéon lateral de glucosa, las concentraciones de glucosa en el estroma
anterior y el epitelio no varian (450ug/ml) con implantes permeables de entre 4 y 7 mm de
diametro implantados en el estroma medio.* Asi, la decision de fabricar implantes de 4
mm de didametro se baso en la experiencia previa descrita en la literatura con lentes de
hidrogel y en las diferentes series publicadas con implantes de hidrogel (en las que se

proporciona su medida), que oscilan entre 4 y 6,5 mm,153,159,217,218

1.2. MICROESFERAS DE PLGA-DEXAMETASONA

El grupo 5, en el que se implantaron lentes intraestromales con microesferas de PLGA
(acido poli lactico-gliclico) cargadas con dexametasona (DXM) encapsuladas en el hidrogel
de PEGDA al 30%, se introdujo para estudiar el efecto de la DXM liberada desde las
microesferas en la inflamacion corneal y en la inhibicion de la expresion de metaloproteasa
de matriz tipo 1 (MMP-1). La DXM de estos implantes poseeria una doble encapsulacion: 1)

por las microesferas y 2) por la propia encapsulacion de las microesferas en el hidrogel.
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El objetivo fue:

1. Conseguir un implante intraestromal corneal biocompatible con caracteristicas de
transparencia, permeabilidad e hidratacion equiparables a los implantados en los
grupos 3 vy 4.

2. Obtener un dispositivo de liberacion sostenida de DXM mediante un sistema de

doble encapsulacion.

El PLGA (4cido poli lactico-glicdlico) es un co-polimero biodegradable sintético de acido
lactico y glicdlico, perteneciente al grupo de los poliésteres, cuyo uso para encapsular
farmacos y como dispositivo para liberacion controlada se ha extendido en la investigacion
biomédica por su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, resistencia mecanica y por su

sencillez de formulacién.?19: 220

El PLGA en oftalmologia se ha empleado como implante subconjuntival e intravitreo para la
liberacién de diferentes principios activos, entre los que se encuentra la dexametasona, y
se ha ensayado para el tratamiento de patologias del segmento anterior y posterior del
0jo,?%1: 222 con el objetivo de solventar los problemas de penetracion del farmaco asociados
a la instilacion topica de colirios.??> En la actualidad existe un dispositivo de liberacion
intravitrea de PLGA-DXM comercializado con el nombre de Ozurdex™ (Allergan, Inc.,
Irvine. CA) indicado para el tratamiento del edema macular diabético, edema macular
secundario a oclusion venosa central o de rama retiniana y al edema macular asociado a

uveitis posteriores no infecciosas.22422°:226

Mediante la metodologia descrita anteriormente, fabricamos microesferas de 1,49 + 0,1um
de diametro que se caracterizaron por microscopia electronica de barrido. A menor tamafio
de las particulas, mayor posibilidad de ser absorbidas por cualquier tipo celular
favoreciendo su difusion, de manera que su efecto puede extenderse. Particulas mas

grandes ejercerian su efecto de forma mas localizada.

La eficacia de encapsulacion representa la capacidad de carga de las microparticulas con el
principio activo, reflejando asi la cantidad de principio activo del implante, y fue del 22,8 +
12,3%. A menor tamafo de las microesferas, menor fue la eficiencia de encapsulacion y
mayor la heterogeneidad de la carga farmacoldgica de DXM que fue de 20,8 + 11,2 pg
dexametasona/mg microesfera. La carga tedrica de DXM (2-4 ng/ul) se establecid
basandonos en los datos bibliograficos que definen la carga de dexametasona necesaria
para la inhibicion in vitro de la proteasa de matriz extracelular tipo I (MMP-I) (0,4 ng/ul),?¥’
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para lo que se incorpord una concentracién final de microesferas del 14% (p/p respecto al

PEGDA) para un porcentaje tedrico de dexametasona del implante de 1,35 ug/pl.
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2. DISCUSION DE LOS ENSAYOS IN VIVO

2.1 EL MODELO EXPERIMENTAL: ELECCION DEL MODELO ANIMAL

La eleccion del conejo albino New Zealand como modelo animal en nuestro estudio se basd
en la similitud de las caracteristicas histoldgicas que presenta la cdrnea de conejo con la
humana,??® asi como en la experiencia previa del grupo investigador con este modelo
animal.1?%:200 Entre sus ventajas se encuentran la facil estabulacién, manipulacién, manejo
quirdrgico y anestésico y un menor coste econdmico en comparaciéon con otros modelos

animales.

Los modelos animales empleados para estudios oftalmoldgicos han sido diversos. De entre
ellos, el mono presenta una mayor similitud con el humano en cuanto a las caracteristicas
de la cornea.??® Los problemas del mono para su uso como modelo animal para estudios
corneales son multiples: desde el aspecto econdémico, a la dificil adquisicién y manejo,
pasando por consideraciones éticas. Es por todo ello por lo que su uso como modelo
animal no se ha generalizado. EI modelo murino, por el contrario, debido a sus
dimensiones reducidas no resulta el mas apropiado para estudios corneales de
caracteristicas similares al nuestro. El conejo albino New Zealand y el cerdo han sido los

animales mas frecuentemente empleados en estudios experimentales corneales.>3

Tal y como se ha descrito en la introduccidn, el grosor corneal medio del conejo es menor
y ronda las 400 pm a diferencia del humano que es superior a 520 pm de media.! Por el
contrario, el ojo de cerdo, cuyo grosor corneal medio es de 850 um, resultaria excesivo
para valorar la biocompatibilidad de los implantes intraestromales ya que ésta esta
condicionada por los espesores corneales entre el implante y el endotelio y el implante y el
epitelio. Por este motivo, las corneas con un grosor significativamente mayor al humano no
serian las idéneas para realizar estudios de biocompatibilidad de materiales intraestromales

de estas caracteristicas.

A pesar de la similitud entre la cornea humana y la del conejo, algunas de las diferencias
mencionadas anteriormente entre ambas han influido en nuestro planteamiento quirdrgico.
Teniendo en cuenta el grosor corneal medio de 400 pm previamente descrito, se planed
disecar un bolsillo estromal a 250 pm, con el objeto de implantar las lentes a una
profundidad de entre el 60 y el 70% del espesor corneal total. No obstante, la mayor
curvatura corneal del conejo condiciond la profundidad real a la que se disecaron los
bolsillos estromales manuales, tal y como observamos en las muestras histoldgicas en las

que la profundidad del plano de diseccion fue mayor a lo planeado originariamente. Otra
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diferencia notable respecto a la cornea humana es la ausencia de membrana de Bowman
(MB) que podria condicionar la respuesta bioldgica de dicha cornea ante agresiones a la
superficie ocular o al estroma anterior. Varios autores han descrito, sin embargo, una
buena biocompatibilidad de la cornea de conejos tras implantes intraestromales de
hidrogel.1>1,152,158,218,230 Entendemos por todo ello que la eleccion del conejo como modelo
experimental para el estudio de la biocompatibilidad de implantes intraestromales es una
buena opcion, tal y como lo avala la literatura. Es necesario, sin embargo, un buen
conocimiento de las diferencias anatdmicas y de las caracteristicas de su cornea para

realizar un adecuado plan quirdrgico y explicar los hallazgos obtenidos.

2.2 ANESTESIA

El protocolo anestésico utilizado en nuestro estudio combinando anestésicos sistémicos
(Ketamina y Xilacina) y topicos (oxibuprocaina y tetracaina) ha sido empleado por el grupo
investigador en estudios similares realizados en cérneas de conejo.'”® Esta pauta
anestésica nos ha permitido realizar los procedimientos quirlrgicos y las exploraciones de
MCIV bajo anestesia general mientras que las exploraciones en las que solo se realizd un
examen biomicroscdpico de la cornea pudieron realizarse bajo anestesia tdpica, evitando
asi las complicaciones técnicas y los riesgos asociados a la anestesia general. Esta
posibilidad de realizar exploraciones sin necesidad de sedacién o de anestesia general
representa una gran ventaja del conejo como modelo animal para experimentacion corneal

en comparacion con otros modelos animales.
2.3 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

2.3.1 ELECCION DE LA TECNICA QUIRURGICA

Existen diferentes técnicas quirirgicas descritas en la literatura para la implantacion de
lentes intraestromales, ya sea realizado flaps corneales o disecando un bolsillo estromal.
Estos flaps corneales automatizados pueden realizarse mediante microqueratomo,!>8:15%
160,161,162,163,231 o mediante el uso del laser de femtosegundo (LFS).167:168177 Otros autores
como Barraquer,!?® Beekhius,’*® Mc Carey,!®%1> Deg,*> Salamatrad,?*° Lane,'¥* o
Choyce, 138 han utilizado técnicas manuales denominadas “de bolsillo” para implantar lentes
intraestromales, tanto en humanos como en otros animales, obteniendo resultados
satisfactorios. Este bolsillo estromal puede, a su vez, realizarse de forma manual o
automatizada o asistida por LFS, tal y como se propone en publicaciones mas

recientes.166,171,174
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Estudios anteriores con el mismo modelo animal han comparado una técnica automatizada
con microqueratomo con una técnica manual para la implantacién de LIE. Estos trabajos
mostraron mejores resultados con la técnica de bolsillo manual en comparacidon con las
técnicas con flaps automatizados en términos de mayor estabilidad de los lenticulos,
menores pérdidas y descentramientos y una mayor biocompatibilidad.!®*?® Los autores
achacan esta diferencia en los resultados a las dimensiones del lenticulo implantado (130
um de espesor y 6,5 mm de didametro), que impide una buena coaptacion del flap corneal

tras el implante asi como a la inestabilidad del flap una vez retiradas las suturas.

Debido a la experiencia previa y a las ventajas descritas, decidimos optar por una técnica
manual “de bolsillo” para implantar las lentes en el estroma y asegurar las incisiones con
un punto de nylon de 10 ceros para mantener la estanqueidad y evitar el crecimiento
intraepitelial de la interfase. Este se mantuvo durante una semana, tras la cual lo retiramos
para prevenir el riesgo de neovascularizacién corneal asociado a las suturas. El uso de
nuevas tecnologias como el LFS, no disponible por las caracteristicas del estudio y su
elevado precio, podria haber permitido tallar bolsillos mas ajustados al tamaiio del implante
que nos facilitaran el centrado de las lentes y evitaran un posible desplazamiento de
éstas.!’* El empleo mas reciente de los parametros del LFS a 150KHz junto con el uso de
un cono de aplanacién han reducido el riesgo de aparicion de irregularidades en el lecho
estromal inducidas por el laser que habian sido observadas anteriormente.l71174 |a
aplicacion de estos parametros ha permitido aumentar la precisidon y regularidad de la
diseccion del bolsillo intraestromal, reducir la intensidad de los procesos de reparacion

tisular y reducir la dispersion de la luz.1%>

2.3.2. PROFUNDIDAD DE LA IMPLANTACION

La decisién de implantar las LIE a 250 pm (aproximadamente al 60% del espesor corneal)
se basd en la experiencia previa con lentes intraestromales descrita en la literatura que
recomienda la implantacion de estas lentes de hidrogel entre un 36 y un 60% del espesor
corneal 141152232 T3] y como se ha mencionado anteriormente, existen diferentes factores
que condicionan la viabilidad de los ojos tras un implante intraestromal. De los trabajos de
Knowles conocemos que la permeabilidad intrinseca del material sera el factor
determinante en la supervivencia de estos 0jos.'?® Otros factores como el didametro y
grosor de la lente,'8232 o la profundidad de implantacién, pueden también influir en el

resultado.!4”

A pesar de no ser el factor determinante, la profundidad de implantacion de las lentes

intraestromales tiene importantes implicaciones en la supervivencia del implante.!* Se ha
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observado que, con lentes no permeables, a mayor profundidad de implantacion la difusion
lateral de la glucosa y otros solutos es mayor,* la concentracion de soluto aumental*’ y la
incidencia de extrusiones disminuye.!>3 Basandonos en los trabajos de Maurice, en teoria,
lentes impermeables al agua de menos de 4 mm de didmetro implantadas en el estroma
profundo, deberian permitir una funcidn fisiolégica normal de la cérnea.?® A pesar de ello,
varios estudios han demostrado que los implantes impermeables no son tolerados por la

cdérnea a largo plazo independientemente de la profundidad a la que se implantan.140:142

La profundidad de implantaciéon también condiciona los resultados tras implantes
semipermeables de hidrogel. A diferencia de lo descrito para los implantes impermeables,
la concentracién de glucosa en el epitelio es mayor al implantar una LIE de hidrogel en el
estroma mas superficial.** Sin embargo, se ha observado por MCIV que la implantacion
superficial (110 -180 pm) de lentes Permalens induce adelgazamiento epitelial, disminucion
del nimero de queratocitos del estoma anterior y activacion de éstos.?3? Mas
recientemente, Lindstrom y colaboradores también recomiendan la implantacién a una
profundidad >200 um de todas las nuevas LIE para la correccidon de presbicia, a excepcion
del implante Raindrop cuyo mecanismo de accién, moldeando la superficie corneal anterior,

requiere de una implantacion mas superficial. 16>

2.4. PAUTA TERAPEUTICA POSOPERATORIA

Todos los ojos de los grupos 2 a 5 fueron tratados con antibioterapia topica con
tobramicina mediante la instilacion de 1 gota cada 8 horas durante la primera semana tras
la cirugia. La tobramicina tdpica se ha empleado en trabajos previos y ha demostrado ser

efectiva para el control de la infeccién postquirdrgica.18:160,162,199,200

Los grupos 2 y 3 no fueron tratados con corticoides con la finalidad de evaluar los procesos
naturales de cicatrizacion, la supervivencia de los implantes y la incidencia de
complicaciones en ausencia de antiinflamatorios. El uso de corticoides se limitd a los
grupos 4 y 5. Los ojos del grupo 4 fueron tratados con una combinacién fija de tobramicina
mas fosfato de dexametasona topica (Tobradex®) mediante la instilacion de 1 gota cada 8
horas durante la primera semana tras la cirugia, mientras que en el grupo 5 se implantd
una LIE con dexametasona encapsulada en microesferas de PLGA. Estudios recientes con
LIE para correccién de la presbicia han mostrado que las pautas de corticoterapia
posoperatoria han de ser mas intensas que las empleadas en el posoperatorio del LASIK
para minimizar asi la cicatrizacion de la interfase. %> La finalidad de incorporar estos grupos

4 y 5, tratados con dexametasona, fue la de evaluar el papel de los corticoides en el
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control de la respuesta inflamatoria y la expresion de metaloproteasa de matriz-1 (MMP-1)

tras el implante intraestromal de lentes de PEGDA.

2.5. SEGUIMIENTO Y SACRIFICIOS

La secuenciacion de los sacrificios se realizd para evaluar los cambios inducidos bien por la
técnica quirdrgica como por el implante de PEGDA en la cdrnea en los diferentes
momentos postquirdrgicos a lo largo del seguimiento y permitiéndonos analizar tanto los
cambios histoldgicos como la expresion de proteinas de matriz extracelular (MEC)
(colageno-1, queratocan y MMP-1) mediante RT-gPCR. La principal limitacion de la
secuenciacion de los sacrificios fue la imposibilidad de realizar un andlisis estadistico de los
datos de cada uno de los tiempos posoperatorios debido al reducido tamafio muestral. Por
ello la mayor parte de los sacrificios se planificaron al final del seguimiento en cada grupo
para disponer de un nimero de casos suficiente que permitiera el analisis estadistico de los

resultados a los dos meses de la cirugia.
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3. DISCUSION DE LOS METODOS DE EVALUACION

3.1. EVALUACION CLINICA-BIOMICROSCOPICA

La evaluacién clinica de los animales se ha basado en el estudio biomicroscépico de los
implantes de PEGDA y en el estudio de la respuesta bioldgica de las cérneas a éstos. Para
ello, se evaluaron las caracteristicas de la cdrnea, la aparicion de signos de inflamacion

corneal y conjuntival asi como la estabilidad y transparencia de los implantes.

3.2. PAQUIMETRIA

La medicién del grosor corneal se empled como marcador indirecto de inflamacion corneal
asi como para valorar los cambios inducidos por el implante intraestromal de PEGDA. La
evolucion de los cambios paquimétricos a lo largo del seguimiento nos proporciond

medidas indirectas de la estabilidad y del grosor de los implantes de PEGDA.

Entre las diferentes tecnologias disponibles para la medicion paquimétrica, se optd por la
paquimetria ultrasénica (PU) y la paquimetria por MCIV. La medida del grosor corneal por
PU es el gold standad y la tecnologia mas empleada para el estudio paquimétrico en
estudios de estas caracteristicas.?** La PU permite obtener medidas fiables y reproducibles
del grosor corneal, aunque su medida es técnico dependiente y la alineacion correcta es
critica para la exactitud de los resultados ya que el espesor corneal puede variar entre el
apex y otras areas de la cdrnea adyacente.®? Igualmente, se ha descrito una variabilidad

en los valores paquimétricos asociada al modelo de PU empleado.?3

El paquimetro ultrasénico empleado en este estudio fue el DHG Pachmate Hand Held
Pachymeter (DHG Technology, Inc, Exton, Pa) que realiza 25 mediciones paquimétricas por
cada toma y proporciona la media y su desviaciéon estandar. Este modelo de PU ya ha sido
empleado anteriormente para la evaluacion de pacientes con implantes intraestromales. 162
La obtencion de 25 medidas nos permitid detectar aquellos casos con medidas dispares en
los que la desvicidn estandar de la media fue elevada. En estos casos se volvié a realizar
una nueva medicién para reducir el error aleatorio asociado a un procedimiento

inadecuado en el calculo del grosor corneal.

La MCIV-CS4 se ha empleado para el estudio del grosor corneal con niveles de
reproductibilidad bajos hasta la incorporaciéon del "z-ring",2° que ha permitido mejorar la
exactitud de las medidas paquimétricas obtenidas por CS4 y obtener medidas de grosor
corneal equiparables a las observadas mediante otros modelos de MCIV como el TSCM.”®

La medida del grosor corneal por MCIV se empled para su comparacion con los datos de
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paquimetria obtenidos por PU ya que se ha descrito que los paquimetros ultrasonicos

comercialmente disponibles tienden a sobreestimar el valor paquimétrico real.”6:2

3.3. MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO

La MCIV se empled para el estudio y cuantificacion de los cambios a nivel celular de las
cérneas /n vivo a lo largo del seguimiento del ensayo. Para ello, se realizaron medidas a la
semana, al mes y a los dos meses de la cirugia y se analizaron los cambios en el tiempo de

los diferentes grupos.

3.3.1. EL MODELO DE MICROSCOPIO CONFOCAL

El modelo de MCIV empleado en este estudio fue el ConfoScan 4 (CS4). La eleccién del
CS4 como modelo de MCIV para este estudio se basé en la experiencia previa de otros
autores en su empleo para el estudio de la cérnea,’6:838488,104.203 a5 como para evaluar
implantes intraestromales corneales'®3174 y a la disponibilidad de esta tecnologia en el
momento de estudio. Otros modelos de MCIV también han demostrado ser validos para la

evaluacion de implantes intraestromales en humanos y en conejos, 158:162,230,231,236

3.3.2. METODOLOGIA DE TRABAJO EMPLEADA

3.3.2.1. Mediciones por MCIV

Tal y como se describe en el apartado 7.6.3. de material y métodos, se realizaron dos
mediciones por ojo en cada una de las revisidnes, para su evaluacion. El nimero de
imagenes por caso necesarias para realizar un analisis cuantitativo fiable de los resultados
no esta claro. Si parece, por el contrario, aceptado que los datos proporcionados por el
analisis de una sola imagen de MCIV resultan insuficientes para obtener valores fiables de

las variables cuantitativas a analizar.®?
3.3.2.2. Valoracion de las imagenes para el analisis cualitativo y cuantitativo
La evaluacion de las imagenes la realizé un Unico observador, para evitar los errores en las

medidas derivados del analisis de las imagenes de MCIV por dos 0 mas observadores.?3”

3.3.2.2.1. Estudio de las células endoteliales

La estrategia empleada en el analisis de las células endoteliales consistié en el contaje
automatizado por parte del software y posterior andlisis semiautomatico de las imagenes
ofrecidas por el software NAVIS del confocomander. Se optd por este modo de andlisis por
la repetibilidad y reproducibilidad demostrada por los sistemas automatizados de contaje

de células endoteliales por MCIV.%7 Por otro lado, y a diferencia del método de analisis
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manual, nos permite realizar una analisis morfométrico de las células y obtener informacion
a cerca del porcentaje de hexagonalidad, coeficiente de variacion y medida del area celular
media y poder asi determinar la presencia de pleomorfismo y polimegetismo. A su vez, el
modo semiautomatico proporciona ventajas con respecto al modo automatizado ya que
permite modificar los bordes celulares que el software del CS4 interpreta de forma errénea

y evitar asi sobreestimar la densidad celular.?®:101

3.3.2.2.2. Estudio de los queratocitos

El contaje celular de queratocitos puede realizarse mediante métodos manuales o
automatizados. La estrategia empleada para el estudio de la densidad de queratocitos en el
estroma fue una estrategia manual descrita con anterioridad en la literatura.84238239 E|
contaje manual requiere realizar un marcado de las areas hiperreflectivas correspondientes
a los nucleos de los queratocitos dentro de un area predefinida. Los inconvenientes de este
tipo de contaje serian: 1) su duracién y 2) la variabilidad intra e inter observador.?® Esta
variabilidad viene determinada por la subjetividad a la hora de marcar como queratocitos
los objetos hiperreflectivos que supuestamente corresponden a los nucleos de los
queratocitos en una imagen de MC de bajo contraste. A pesar de que, en general, la
reproducibilidad y la repetibilidad de la densidad de queratocitos medida de forma manual
es buena, hay quien ha descrito coeficientes de variacién intra e inter-examinador de hasta
5,2% y 2,9%, respectivamente.?3° Debido a esta variabilidad de las estrategias manuales,
otros autores han sugerido que el empleo de estrategias automatizadas para el estudio de

la densidad de los queratocitos ofrece resultados mas reproducibles. %:96:237

La densidad de queratocitos se expreso en densidad por unidad de area (células/mm?) tal
y como se describe por diferentes autores.3:8487.100 Otros, por el contrario, recomiendan la
expresion de la densidad de queratocitos en densidad por unidad de volumen
(células/mm3) debido a la disposicion tridimensional de los queratocitos en el estroma
corneal que, a diferencia de las células endoteliales, no forman una monocapa
plana.’2849599,236 | 3 medicidon volumétrica de la densidad de queratocitos requiere conocer

la profundidad de campo de cada aparato de MC.%*

3.3.2.2.3. Analisis de la interfase

Con el objeto de evaluar la correlacion entre: 1) las caracteristicas morfolégicas y la

intensidad de la reflectividad de la interfase y 2) los hallazgos clinicos e histoldgicos, se
realizd un andlisis de las imagenes obtenidas por MCIV en cada revision. Para ello, se
seleccionaron las imagenes correspondientes a la interfase caracterizadas por la presencia

de un pico hiperreflectivo en el grafico Z-scan. Posteriormente se realizd un analisis
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cualitativo de las caracteristicas morfoldgicas de estas imagenes de la interfase que se
clasificaron en cuatro grupos en funcién del grado de preservacion del estroma corneal a
ese nivel. Al mismo tiempo, se realizd un analisis cuantitativo de la intensidad de la
reflectividad de la interfase (en LRU) al tiempo que analizamos la reflectividad de las
diferentes estructuras corneales mediante la localizacién del eje-Z de cada imagen en el

grafico Z-scan que nos proporciona el CS4.293

3.4. HISTOLOGIA

El principal objetivo del analisis histoldgico en este trabajo ha sido analizar los cambios
hallados en el estroma corneal inducidos por la técnica quirtrgica de disecciéon estromal
manual y por el implante intraestromal de PEGDA. Para ello, se realizaron cortes
histoldgicos que se tineron con Hematoxilina-Eosina (HE). La HE se empled con el objeto
de analizar los cambios inducidos en la celularidad y en la estructura de la cérnea. El
analisis histoldgico nos permitié establecer una correlacion entre los hallazgos observados

por biomicroscopia, paquimetria y por MCIV con lo observado en los cortes histoldgicos.

El estudio disefiado planted sacrificios secuenciales de los conejos de cada uno de los
grupos para poder, asi, analizar los cambios histologicos en los diferentes momentos
posoperatorios, tal y como se describe en el apartado 2.5. La mayor parte de los casos se
sacrificaron a la finalizacion de cada una de las fases del estudio, para evaluar
histoldgicamente, en cada uno de los grupos, el mayor nimero de ojos a la conclusion de
cada fase y poder realizar un andlisis estadistico de los datos. Debido al tamano reducido
de cada grupo, las muestras de los casos sacrificados antes de los 2 meses fueron pocas y
se realizaron con una finalidad descriptiva, para evaluar los cambios histoldgicos en cada

tiempo posoperatorio, ya que su nimero resultd insuficiente para el analisis estadistico.

3.5. RT-qPCR

La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) es el método
de eleccién para cuantificar RNA expresado a bajos niveles. Es un método sensible y
especifico que se basa en la monitorizacion de la acumulacién del material de amplificacion

objetivo durante los diferentes ciclos de la PCR.2#

La cuantificacién de expresion genética se realizd mediante un método de cuantificacion
relativa: (2-AACt) fold change. Su ventaja radicaria en que no requiere estandares con
concentraciones determinadas y en que nos muestra la magnitud de los cambios en los
niveles de expresion del RNAm del gen a estudio para compararlos con otro gen de

referencia que se expreso en unidades arbitrarias de expresion.242

161



DISCUSION

Los genes de las proteinas estudiados fueron los del colageno 1A, el queratocan vy la
metaloproteasa de matriz-1 (MMP-1). El queratocan es una proteina central (core protein)
del queratan sulfato y un marcador especifico de queratocitos altamente expresado en el
estroma corneal normal.?** Se ha observado que su expresion se asocia a la produccion de
MEC y esta implicado en la transparencia corneal.?** El andlisis de su expresion se empled
para evaluar su utilidad como indicador de transparencia corneal. El colageno 1A es el
principal colageno del estroma corneal y se analizd para evaluar la funcionalidad de los
queratocitos tras la cirugia y el implante de LIE.'® La MMP-1 se introdujo como marcador
de colagenolisis para valorar la intensidad de la inhibicion de su expresién con
dexametasona tanto por via topica como mediante microesferas de PLGA-dexametasona
encapsuladas en el hidrogel de PEGDA.
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4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. SEGUIMIENTO Y EVOLUCION DEL PESO DE LOS CONEJOS

Los conejos de todos los grupos presentaron pesos comparables en el preoperatorio y, en
todos los casos, hubo una progresion similar con valores medios del incremento de peso
comparables, sin que observaramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(p=0,35). Todos los conejos, individualmente, incrementaron su peso a lo largo de los
meses (ver anexo pesos) y no se objetivaron fallecimientos ni procesos intercurrentes que
condicionaran el estado general de los conejos a lo largo del seguimiento. De estos datos
podemos concluir que las diferencias en las variables clinicas observadas entre los
diferentes grupos (que se discutirdn mas adelante) no pueden ser atribuidas a las

diferencias en la evolucién del peso ni al desarrollo de los conejos durante el seguimiento.

4.2 ESTUDIO BIOMICROSCOPICO/CLINICO:

4.2.1. VARIABLES QUIRURGICAS:
Las variables quirdrgicas analizadas fueron: 1) el tiempo de duracién de la cirugia, 2) la

longitud de la incision corneal y 3) el diametro del bolsillo estromal disecado.

La duracion media de los procedimientos oscilé entre 6,33 minutos de media en el grupo 5
y 7,57 minutos de media en el grupo 3. No hubo diferencias significativas (p=0,73) en la
duracion media de los procedimientos entre los diferentes grupos, con o sin implante
intraestromal, de manera que las diferencias observadas en las variables clinicas entre los

diferentes grupos no pudieron ser atribuidas a la duracién de los procedimientos.

La longitud media de las incisiones corneales oscild entre 3,48 mm de media en el grupo 2
y 4,5 mm de media en el grupo 5. Se optd por realizar incisiones de longitud suficiente
para evitar la fractura por un excesivo plegamiento de las lentes durante la implantacion.
La longitud media de las incisiones mostrd diferencias significativas (p=0,019) entre los
grupos, aunque el analisis por subgrupos solo mostré diferencias significativas entre los
grupos 2 y 5. La diferencia hallada entre los grupos 2 y 5, aunque estadisticamente
significativa, no tuvo relevancia clinica y podria atribuirse al pequeno tamano muestral del
grupo 5 y a la no necesidad de implantar una LIE en los casos del grupo 2, que pudo
condicionar el menor tamafo de las incisiones en este grupo. Al finalizar los procedimientos
se suturaron las incisiones para evitar el crecimiento intraepitelial de la interfase descrito

por otros autores tras implantes intraestromales de diferentes materiales mediante
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métodos de bolsillo estromal manual.138:140,142,150,152,155,230 E| gndalisis del crecimiento

intraepitelial fue histoldgico y se discutirda mas adelante en el apartado 4.5.3.2.

El diametro medio de los bolsillos estromales oscilé entre 8,14 mm de media en el grupo 3
y 9,11 mm de media en el grupo 4. Este diametro medio mostré diferencias significativas
(p<0,001) entre los grupos, aunque el analisis por subgrupos solo mostré diferencias
significativas entre el grupo 3 y los grupos 2 y 4. El tamafo del bolsillo estromal estuvo
condicionado por la necesidad de implantar y centrar una lente de 4 mm de didmetro en el
estroma corneal y los didmetros medios en todos los grupos excedieron en mas de 4 mm el
del implante, por lo que las diferencias en el tamafo del bolsillo halladas entre grupos
carecen de significacion clinica. La discrepancia entre el didmetro del bolsillo y las
dimensiones del implante pudo condicionar el centrado quirdrgico o el riesgo de
desplazamiento de las LIE durante el seguimiento y se analizara mas adelante en los

apartados 4.2.3.4 (Centrado de las lentes) y 4.2.3.5 (Desplazamiento de las lentes).

4.2.2. VARIABLES CLINICAS

La buena tolerancia a largo plazo de los implantes intraestromales de hidrogel ha sido
ampliamente descrita en la literatura.1>2158,160,202,215,232,245 Exjsten, sin embargo, variaciones
en la respuesta bioldgica ante un mismo material implantado?*® y se han descrito casos de

complicaciones asociadas a estos implantes de hidrogel.1>3:247:248

Las variables clinico-biomicroscépicas analizadas para evaluar la biocompatibilidad de los
implantes de PEGDA fueron las siguientes: hiperemia conjuntival, secrecién, edema
corneal, infiltracion, neovascularizacion corneal, opacidad de la interfase, presencia
ulceracion o defectos epiteliales, lisis estromal, perforacion corneal y extrusion de los

implantes.

4.2.2.1. Hiperemia y secrecion conjuntival

La hiperemia conjuntival y la secrecidn son marcadores inespecificos de inflamacion ocular
frecuentes tras cualquier proceso quirurgico en oftalmologia. La prevalencia de hiperemia
conjuntival y de secrecién fue disminuyendo a lo largo del posoperatorio sin que hubiera
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos intervenidos a lo
largo del seguimiento. (p=0,068; p=0,077; p=0,22; p=0,36 y p=0,69 para la hiperemia y
p=0,078; p=0,12; p=0,68; p=1y p=1 para la secrecion a los dias 1, 7, 15, 30 y 60).

Al analizar la prevalencia de hiperemia entre casos no tratados con corticoides y aquellos a

los que se les administré dexametasona bien por via topica o en microesferas de PLGA-
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dexametasona, observamos diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
a las 24 horas y a la semana de la cirugia (p=0,026 y p=0,006 respectivamente). Estas
diferencias entre ambos grupos no resultaron estadisticamente significativas a los 15, 30 y
60 dias (p=0,12, p=0,58 y p=0,8). De estos resultados podemos concluir que los ojos de
los grupos tratados con corticoides consiguen controlar la inflamacién de forma mas precoz
(0% de incidencia de hiperemia conjuntival a la semana de la cirugia en los grupos 4 y 5)

que aquellos de los grupos a los que no se les administré una pauta de corticoides.

Al analizar la diferencia en la prevalencia de hiperemia conjuntival entre los grupos con y
sin implante intraestromal (grupo 2 frente a grupos 3, 4 y 5), no observamos diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (p=0,42; p=0,17; p=0,48; p=0,39 y p=0,61 a
los 1, 7, 15, 30 y 60 dias respectivamente), por lo que no podemos atribuir a las lentes

intraestromales una mayor incidencia de hiperemia.

4.2.2.2. Edema corneal

La aparicién de edema corneal leve los primeros dias tras un implante intraestromal que
desaparece dejando un leve haze es frecuente. Salamatrand lo describe en todos los ojos
de conejo de su serie y en la mayoria de los casos este edema desaparece para el dia 5-10
tras la cirugia, no objetivandose ningln caso de edema corneal o hiperemia conjuntival al
mes de la implantacion.?? La incidencia global de edema en todos los grupos de nuestro
estudio presentd un pico entre las 24 horas y los 7 dias y fue paulatinamente
disminuyendo a lo largo del tiempo en las sucesivas revisiones, en concordancia con lo
descrito por Salamatrand. La incidencia global de edema estromal en todos los grupos fue
del 31,1% a las 24 horas, del 31,9% a la semana y del 15,9% a las dos semanas,
desapareciendo en todos los casos al mes de la cirugia salvo en un Unico caso del grupo 3.
La comparacién del porcentaje de casos de edema entre los diferentes grupos mostro
valores de p=0,01; p=0,04; p=0,09; p=0,9 y p=1 a los dias 1, 7, 15, 30 y 60
respectivamente, con diferencias estadisticamente significativas a las 24 horas y a la
semana que pueden ser atribuidas a los picos de incidencia de edema corneal a las 24

horas en el grupo 2 y a la semana en el grupo 3.

Al comparar la incidencia de edema entre los casos con y sin LIE (grupo 2 frente a grupos
3, 4 y 5) observamos que hubo diferencias significativas (p=0,002) a las 24 horas de la
cirugia mientras que las diferencias a partir de la semana no resultaron estadisticamente
significativas (p=0,26; p=0,27; p=0,39 y p=1). Dentro del grupo sin tratamiento
corticoideo al comparar el edema corneal entre los grupos con y sin LIE (grupos 2 y 3),

observamos que el patrén de aparicion del edema varié entre ambos grupos. En el grupo 2
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el pico de aparicién de edema fue a las 24 horas (57,1%) y decrecié al 40%, 11%, 0% y
0% en la revisiones a los dias 7, 15, 30 y 60. Por el contrario en el grupo 3, el pico de
incidencia de edema fue mas tardio a los 7 dias (42,9%) y tardd6 mas tiempo en resolverse
siendo del 31,6%, 6% y 0% a los dias 15, 30 y 60. Parks sugiere que este edema corneal
podria ser secundario al trauma quirlrgico en el momento de la implantacién y no al
implante en si mismo.?*¢ Sin embargo, la diferencia en el patron de los tiempos de
aparicién y resolucién del edema corneal entre los diferentes grupos, con y sin LIE, nos
sugiere que la presencia de una LIE pudiera estar relacionada con cambios en el patrén

temporal de aparicion y resolucion del edema corneal postquirdrgico.

La comparacion de la incidencia acumulada de casos de edema corneal entre grupos
tratados con y sin corticoides (grupos 4 y 5 frente a grupos 2 y 3) mostrd diferencias
estadisticamente significativas a las 24 horas (p=0,012) y a la semana de la cirugia
(p=0,013), mientras que las diferencias no resultaron estadisticamente significativas a los
dias 15, 30 y 60 respectivamente (p=0,28; p=0,41 y p=1). Estos resultados estarian en
sintonia con lo descrito al analizar la incidencia de hiperemia conjuntival, ya que
observamos que el edema corneal en los grupos tratados con corticoides desaparece de

forma mas precoz que en los grupos a los que no se les administrd corticoides.

En la mayor parte de los casos el edema estromal observado fue leve (grado 1) salvo en 5
casos (216, 310, 311, 314 y 321) (8,6% del total de casos intervenidos y 10,8% del total
de casos con LIE), de los cuales dos (casos 216 y 310) fueron los que presentaron un
mayor edema y se comentaran en el apartado 4.2.2.4 (infiltracién estromal). La aparicién
de casos mas severos de edema corneal tras implantes intraestromales de hidrogel ha sido
descrita previamente y su incidencia varia en la literatura. Beekhius describe 5 casos
(15,6%) de edema corneal severo tras implantes de etafilcon y lidofilcon en ojos de
mono?¥ e Ismail reporta una incidencia del 5% tras implantes de lentes Permavision en
corneas de conejo.'*® La incidencia de edema corneal moderado-severo en nuestra serie

coincide con lo descrito en la literatura.

4.2.2.3. Neovascularizacion corneal
La incidencia global de neovascularizacion corneal (NVC) entre todos los grupos a estudio
fue del 6,3% (5 casos), uno perteneciente al grupo 2 y cuatro casos pertenecientes al

grupo 3.

Al analizar la relacion entre el implante y la aparicion de NVC, observamos que 4 de los 5

casos (80%) con NVC ocurrieron en ojos en los que se implantd una LIE y que la incidencia
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de NVC entre los ojos con implante de una LIE fue del 10,8% (4 casos de 37). La
incidencia de neovascularizacion tras LIE descrita en la literatura es variable. Con implantes
impermeables de polisulfona la incidencia de neovascularizacién oscilo entre un 69,2% en
la serie de Deg,'*? 33% de McCarey,!*® 9,75% de Climenhaga,*! y un 5,5% en la de
Lane.!® La aparicion de casos de NVC en las diferentes series con implantes
intraestromales no permeables fue una constante y la incidencia reportada crecié en
funcién del tiempo de seguimiento de los casos de cada una de las series. La incidencia
con implantes de hidrogel se redujo considerablemente en comparaciéon con lo descrito
anteriormente con implantes impermeables. De hecho, son varias las series que
especificamente describen una ausencia de casos de NVC tras implantes de hidrogel en
animales y en humanos.1>8:160,162,230,231,245 A pesar de esto, si se han descrito casos de
neovascularizacion tras implantes de hidrogel en algunas series: Parks reporta una
incidencia del 18,2% (4 casos de 22) con implantes de lidofilcon A en monos,?* McDonald
reporta 3 casos (4,1%) de NVC tras implantes de lidofilcon A y B en monos?*® y Beekhius,
5 casos de NVC (15,6%) en monos tras implantes de etafilcon y lidofilcon.2# La aparicion
de casos de NVC en estas y otras series con implantes permeables al agua y a la glucosa
sugiere que existen otros factores diferentes a la permeabilidad del implante que pudieran
ser causantes de NVC. Aspectos como la técnica quirdrgica, el insuficiente lavado del lecho
estromal o el modelo animal empleado se han sugerido como posibles casusas.>*” Uno de
los casos de NVC de nuestra serie pertenecia al grupo 2 mientras que los 4 casos restantes
pertenecian al grupo 3, tal y como se ha descrito anteriormente, a pesar de lo cual no
hemos hallado diferencias estadisticamente significativas en la aparicion de NVC entre los
diferentes grupos a estudio. A partir de los resultados obtenidos no podemos afirmar que

los implantes de PEGDA se asocien de forma significativa al desarrollo de NVC.

Al analizar la relacion entre la NVC y el tratamiento corticoideo observamos que todos los
casos con NVC pertenecieron a los grupos 2 y 3. Ningun caso de los grupos 4 y 5 tratados
con corticoides topicos o con microesferas de PLGA-dexametasona en el implante
desarrollé NVC. Las diferencias, sin embargo, no resultaron estadisticamente significativas

(p=0,556, p=1, p=1, p=1,yp=1alos 1, 7, 15, 30 y 60 dias, respectivamente).

Las prostaglandinas han demostrado ser causantes de inflamacion ocular asi como de
aumentar la permeabilidad vascular y la vasodilatacion y su papel en el desarrollo de NVC
fue subrayado por BenEzra.?* Estudios posteriores en modelos experimentales de NVC en
ojos de conejo han sugerido que la sintesis a nivel local de prostaglandinas pudiera ser
responsable de la infiltracion leucocitaria y la NVC.%° Los corticoides son agentes

antiinflamatorios capaces de bloquear la sintesis de prostaglandinas a partir de la inhibicién
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de la fosfolipasa A2 y han demostrado ser capaces de suprimir la infiltracion leucocitaria e
inhibir la angiogénesis corneal en modelos de NVC experimental.?>%-2>1 A pesar de que las
diferencias no han resultado ser estadisticamente significativas en nuestro estudio,
probablemente debido a la baja incidencia de NVC en todos los grupos (incluidos aquellos
no tratados con corticoides) y al tamafo muestral reducido, la ausencia de casos de NVC
en ojos tratados con corticoides resulta clinicamente relevante. Estos resultados sugieren
que tanto la dexametasona tdpica como la encapsulada en microesferas de PLGA empleada
en los grupos 4 y 5, podria ser eficaz en la inhibicidon de la angiogénesis corneal, aunque

seria preciso un estudio con mayor tamano muestral para confirmar esta hipdtesis.

4.2.2.4. Infiltracion corneal

La infiltracién se aprecid como un area grisacea con opacidad estromal y se observd en
casos que presentaron edema corneal moderado-severo, hiperemia, secrecién conjuntival y
NVC y fueron catalogados como casos con inflamacion significativa. Los casos con
infiltracion estromal fueron dos: caso 216 y 310 pertenecientes a los grupos 2 y 3,
respectivamente. La aparicién del edema corneal fue a las 24 horas en el caso 216 y a la
semana en el caso 310, evolucionando hacia la infiltracion estromal y NVC en el plazo de
una semana. Estos hallazgos coinciden con lo descrito por Beekhius en su serie de casos
en la que el edema estromal moderado-severo tras el implante de una LIE aparece entre
los dias 3 a 12 y evoluciona hacia la NVC y opacidad estromal.?*” Sin embargo, conocemos
que la intensidad de la respuesta inflamatoria corneal al trauma quirtrgico en los diferentes
modelos animales es variable, y mientras la del mono parece ser ligeramente mayor a la
del humano, la del conejo muestra una inflamacion del segmento anterior ante un trauma
ocular considerablemente mayor debido a la gran labilidad de la barrera hemato-acuosa.?®
Debido a esto, los resultados obtenidos con implantes estromales en diferentes modelos

animales pueden no ser directamente comparables.

El diagnostico diferencial de los casos de infiltracion corneal de estas caracteristicas incluye
la queratitis infecciosa. Ninguno de los casos desarrollé un defecto epitelial ni ulceracion
estromal que pudiera suponer una via de entrada para gérmenes causantes de una
queratitis infecciosa y los cultivos realizados para descartar la presencia de infeccion
corneal resultaron negativos tanto para bacterias como para hongos. A su vez, el andlisis
histoldgico realizado tras el sacrificio no mostrd signos de una infiltracién por leucocitos
polimorfonucleares (LPMN) sugestiva de infeccion bacteriana (ver apartado 4.5.4. Anatomia
patoldgica. Casos de inflamacion significativa). Por ello entendemos que ambos casos se
deben a procesos inflamatorios secundarios a la técnica quirdrgica o al implante de PEGDA.
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4.2.2.5. Ulcera corneal, lisis estromal y perforacién

No hubo ningin caso de ulcera corneal ni defecto epitelial secundario a la técnica
quirargica ni al implante de LIE. La ausencia de defectos epiteliales y de ulceracion
estromal por delante del implante nos indica que la difusion de glucosa, bien lateralmente
o bien a través del implante, fue suficiente para mantener la integridad de estas

estructuras.*

4.2.2.6. Haze/opacidad de la interfase

La presencia biomicroscdpica de una opacidad significativa en la interfase en los ojos de los
grupos 2 a 5 se limitd a los dos casos con infiltracién estromal anteriormente descritos sin
que observaramos presencia de opacidad o Aaze leve en la interfase del resto de los casos
a lo largo del seguimiento. Salamatrand describe una faze leve generalizado tras implantes
de hidrogel en conejos y sugiere que su aparicion tras el implante de una LIE se relaciona
con los procesos de cicatrizacién estromal en el area de diseccién estromal.?3® Estos
hallazgos biomicroscopicos contrastan con lo observado por MCIV y en las muestras
histoldgicas que se analizaran con detalle en el apartado correspondiente (ver apartado
4.4.3.3. Microscopia confocal. Caracteristicas de la interfase y apartado 4.5.3.2. Anatomia

patoldgica. Estroma).

4.2.3. ESTADO DE LOS IMPLANTES INTRAESTROMALES

4.2.3.1. Transparencia

La transparencia de los implantes de PEGDA ex-vivo esta condicionada por las propiedades
Opticas del implante discutidas en el apartado 1.1.3.1, que en ningln caso se vieron
modificadas durante el seguimiento de los ojos con LIE a estudio (grupos 3 a 5). Ninguna
de las lentes se opacificd ni modificd sus caracteristicas fisicas, demostrando una buena
biodisponibilidad para su uso como implante intraestromal en concordancia con lo descrito

en la literatura con implantes de hidrogel de diferentes materiales.

4.2.3.2. Deterioro e irregularidad de los implantes

Los implantes fueron circulares y sus bordes regulares en todos los casos a excepcion de
siete casos (cuatro del grupo 3, dos del grupo 4 y un caso del grupo 5) en los que se pudo
apreciar alguna irregularidad en el borde del implante.

Al analizar la relacion de la irregularidad del borde de los implantes con otras variables
clinicas, observamos que de los 4 casos de neovascularizacién corneal en ojos con LIE, el

50% presentaban irregularidades en el borde de la LIE. Teniendo en cuenta que fueron 7
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casos de un total de 37 los que presentaron algin grado de irregularidad, los casos de
neovascularizacién en este grupo supusieron el 28% de total mientras que entre los ojos
con implantes regulares, la neovascularizacion ocurrié en el 6,7%. Esta diferencia entre

grupos no resultd estadisticamente significativa (p=0,15).

A pesar de no haber hallado diferencias estadisticamente significativas entre la
irregularidad de los implantes y la aparicién de signos clinicos de inflamacion, es conocida
la relacion entre el disefio de los implantes y el desarrollo de complicaciones.z31247 Ademas
del material empleado para su fabricacion, el disefio de los implantes, tanto en forma como
en tamafo, asi como la ausencia de irregularidades del implante son necesarios para

asegurar la biocompatibilidad de un implante intraestromal.

4.2.3.3. Depositos

No hemos hallado ningin caso de pequefios depdsitos sobre el hidrogel en la interfase
estroma-lente que muestran, con frecuencia variable, algunas otras series tras implantes
intraestromales de hidrogel: 88,2%,1%2 29%2* o 37%.%!% El origen de estos depdsitos tras
el implante de una LIE es incierto y no es exclusivo de los casos con implante de LIE ya
que se han observado en casos control intervenidos y sin implante intraestromal, lo que

sugiere que puedan ser debidos al proceso quirdrgico y no al implante en si mismo.>*

4.2.3.4. Centrado de los implantes

El porcentaje de casos de descentramiento de la LIE (medido en el posoperatorio
inmediato) oscild entre un 33,3% en el grupo 5 y un 47,6% en el grupo 3, sin que hubiera
diferencias significativas entre los grupos 3, 4 y 5 (p=0,78). El tamafio medio de los
bolsillos corneales en nuestra serie fue de 8,69 mm y el diametro de las lentes a implantar
de 4 mm. Esta discrepancia entre el diametro de las lentes y del bolsillo ha podido
condicionar el adecuado centrado de las mismas. Sin embargo, no hemos hallado una

asociacion entre el didmetro del bolsillo y la presencia de descentramientos (p=0,384).

La experiencia con los nuevos disefios de LIE para correccion de la presbicia nos ha
mostrado la importancia del centrado de los implantes con finalidad refractiva en los que
descentramientos de 0,5 mm del eje visual pueden reducir significativamente la calidad de
las iméagenes.'68 Localizar el eje visual puede resultar dificil en la practica. Este suele
situarse inferonasal al centro de la pupila y se puede identificar marcando el primer reflejo
de Purkinje o el reflejo corneal con luz coaxial.?>? El uso de LFS podria facilitar el centrado

de las LIE ya que permite disecar bolsillos estromales mas ajustados al tamafio del
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implante.'%® Este centrado, a su vez, estara condicionado por la precision al localizar el eje

visual sobre el que centraremos el tallado del bolsillo estromal.

Por otro lado, al analizar la repercusion del centrado de las LIE y su relacion con otras
variables clinicas, observamos que el 50% de los casos de NVC corneal en los ojos con LIE,
se correspondia con casos en los que la LIE presentaba algun grado de desplazamiento. A
pesar de que estos hallazgos no fueron estadisticamante significativos (p=0,63) y que no
podemos descartar que el azar explique estos resultados, entendemos que pueden tener

relevancia clinica y que tal vez puedan estar condicionados por el tamafio muestral.

4.2.3.5. Desplazamiento de los implantes (migracion)

Se observaron tres casos de desplazamiento de la LIE durante el seguimiento, dos de ellos
pertenecientes al grupo 3 y uno al grupo 4. En todos los casos se traté de ojos en los que
inicialmente observamos un desplazamiento de la LIE de grado 2 a las 24 horas de la
cirugia y que en la exploracién a la semana pasd a ser de grado 1. Estos casos de
desplazamiento de los implantes en nuestra serie deberian interpretarse con cautela debido
a la discrepancia entre lo registrado en las hoja de seguimiento y lo observado en las
fotografias. Esta discrepancia, a su vez, podria deberse al tamafio variable de las pupilas

en cada una de las exploraciones y a la posicién del ojo al realizar la fotografia.

Otros autores con diferentes modelos de LIE que fueron implantados tras realizacion de un
flap corneal con microqueratomo muestran una estabilidad de los lenticulos variable.
Beekhius describid una incidencia de desplazamientos del 27% (3 de 11 casos) tras
implantar lentes de hidrogel en monos y que atribuyé al frotamiento excesivo de los
0jos.2*” Ismail y colaboradores en un grupo de 20 ojos de conejo a los que se les implantd
una LIE de hidrogel tipo PermaVision® tras realizar un fiap mecanico con microqueratomo,
describen un Unico caso (5%) de desplazamiento leve de uno de los lenticulos al mes de la
cirugia que los autores también atribuyeron a la manipulacion de la herida por parte del
conejo.’*® En humanos, y con el mismo modelo de implante PermaVision, Michieletto
describe un 10% de desplazamientos (1/10 casos),'*® Ismail describe 2 casos de
desplazamiento en 23 pacientes (8,6%)!%° y Mullet una incidencia de descentramiento
mayor de 1mm en 10 de 34 ojos (29,3%) de los que 7 requirieron un reposicionamiento

(no se detalla si estaban descentrados o se desplazaron durante el seguimiento).162

Con los implantes AcuFocus (Kamra) de 12 generacion, Seyeddain publica dos casos de
descentramiento que requirieron de un recentramiento quirdrgico,®” Tomita reporta una

incidencia de recentramiento de los implantes del 1,1% (2 casos de 360)!8 y Yilmaz una
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incidencia del 0%.2>3 Estas LIE de primera generacion de 10 pm de grosor se implantaron
tras realizar flaps corneales de 170 y 200 pm respectivamente. El papel del LFS para
disecar bolsillos estromales para el implante de LIE se ha estudiado recientemente. Este
procedimiento quirdrgico permite disecar bolsillos estromales ajustados al tamano del
implante, minimizando asi el riesgo de desplazamiento posoperatorio tal y como describe
Dexl, con un 0% de desplazamiento tras implantes Kamra de tercera generacion de 5 pm

de espesor en un bolsillo corneal realizado con LFS a 230 pm de profundidad.'6®

El desplazamiento de un implante intraestromal puede deberse tanto a la técnica
quirargica, al tamano del bolsillo estromal como al disefio de implante. En estudios
anteriores se ha observado que tanto la diseccion manual de un bolsillo estromal como la
creacion de un flap resultaron validas para el implante de LIE de estas caracteristicas. A
pesar de ello, en nuestra muestra, el tamafo de bolsillo disecado manualmente, superior al
diametro del implante, podria condicionar el adecuado centrado de éstos asi como el riesgo
de descentramiento posoperatorio. A pesar de esta discordancia, la incidencia global de
desplazamiento de las lentes en este estudio fue del 8,1% (3 de 37 casos), similar a la
descrita en la literatura con LIE de hidrogel, aunque menor a la descrita con los nuevos
implantes para la presbicia. No hemos hallado una relacién directa entre el tamafio de este

bolsillo y la existencia de desplazamientos del implante durante el seguimiento (p=0,384).

4.2.3.6. Migracion anterior y extrusion de los implantes

Desde los primeros intentos de Barraquer en 1949 con lentes impermeables de
plexiglass,'*’ que dieron lugar a la aparicion de necrosis del estroma anterior a los
implantes y a la extrusion de éstos, se sabe que la permeabilidad de los implantes al agua
y a los solutos (especialmente a la glucosa), condiciona la biocompatibilidad de las LIE y su
supervivencia en el estroma corneal.*1%’ Otros factores ya descritos como el tamafio, el
disefio y profundidad del implante pueden tener algin papel pero la permeabilidad del

material es el factor principal.t??

La extrusién de un material haloplastico intraestromal viene habitualmente precedida de
una necrosis estromal del tejido suprayacente que posibilita la dislocacion del material
implantado en el estroma. Los casos de necrosis estromal, adelgazamiento epitelial y
extrusion de los implantes impermeables de polisulfona y PMMA han sido atribuidos a la
nutricién inadecuada de la cérnea por delante del implante debido a la naturaleza del
material implantado.127:138,140,142,143,144,145 | 5 experiencia nos muestra que, a pesar de los
primeros casos de extrusion descritos por Dohlman tras implantar LIE de hidrogel de

poliglicerol metacrilato (PGMA) que se atribuyeron a la insuficiente permeabilidad y a

172



DISCUSION

problemas mecanicos secundarios a su disefio plano,’®! los implantes de hidrogel, con

contenido en agua variable, han mostrado buenos resultados y ausencia de extrusiones a
Iargo p|azo_152,154,155,230,232,246

En sintonia con lo descrito anteriormente, no hemos encontrado ningln caso de extrusién
ni de migracién anterior del implante durante el periodo de seguimiento en ninguno de los
ojos a los que se les implantd una LIE. Esta incidencia de extrusiones es, a su vez,
sensiblemente inferior al 25% de pérdida del lenticulos mostrada en trabajos de
caracteristicas similares tras implantes intraestromales con técnica de diseccion manual de
bolsillo corneal en ojos de conejo y que los autores atribuyeron tanto al material como al
disefio del implante,'®® o al 12,3% de extrusiones de McDonald con implantes de hidrogel
de Lidofilcon A y B en monos, que los autores atribuyeron al frotamiento o a una

insuficiente tension de los puntos de sutura corneal.?8

4.2.4. ANALISIS GLOBAL DE LAS VARIABLES CLINICAS Y DEL ESTADO DE LOS
IMPLANTES.

1. La biocompatiilidad de los implantes de PEGDA fue buena, presentando una baja
incidencia de complicaciones.

2. No hubo casos de lisis estromal, migracion anterior ni extrusion de los implantes.

3. Los implantes se mantuvieron estables y conservaron sus propiedades fisicas a lo
largo del seguimiento.

4. El empleo de dexametasona tdpica o mediante microesferas de PLGA encapsuladas
acortd la fase de inflamacién.

5. El empleo de dexametasona topica o mediante microesferas de PLGA encapsuladas
disminuyd la incidencia de casos de inflamacion severa y de neovascuarizacion

corneal.
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4.3. PAQUIMETRIA

4.3.1. Paquimetria Ultrasonica (PU)

La paquimetria preoperatoria media de los grupos a estudio fue similar, no hallando
diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p=0,844). En los grupos 2, 3, 4y
5 (tanto con LIE como sin LIE) observamos un incremento paquimétrico estadisticamente
significativo entre el preoperatorio y el posoperatorio inmediato (p<0,001) que podriamos
atribuir a la inflamacioén inducida por la cirugia ya que estos valores se redujeron para la
revision al dia siguiente de la cirugia, alcanzando valores similares a los hallados en la
revision a los dos meses en los grupos 2, 4 y 5. En el grupo 3, por el contrario, el grosor
corneal medio se mantuvo elevado hasta la revisidén del mes en el que la paquimetria volvid
a ser similar al de los otros dos grupos con LIE (grupos 4 y 5). Este grosor corneal medio,
significativamente mas elevado en el grupo 3, tanto a la semana (p=0,001) como a las dos
semanas (p=0,003) se explica por la presencia de varios casos con edema e inflamacion
significativa dicho grupo (casos 308, 310 y 311 y en menor medida 312, 314 y 321). Una
posible explicacién para este grosor corneal medio mas elevado en estas dos revisiones
puede ser la ausencia de tratamiento antiinflamatorio de los ojos del grupo 3 (solo tratados
con tobramicina) en comparacién con los otros dos grupos en los que se empled
dexametasona (DXM) tanto por via topica en el grupo 4 como mediante implantacion de
microesferas cargadas de DXM en el hidrogel en el grupo 5. Estos cambios en la
paquimetria concuerdan con lo hallado en el estudio biomicroscdpico en el que observamos
que los ojos de los grupos tratados con DXM consiguieron normalizar el edema corneal de
forma mas precoz que en aquellos en los que no se emplea DXM. En estos 2 ultimos
grupos (grupos 2 y 3), el nimero de ojos con engrosamiento corneal secundario a un
proceso inflamatorio fue mayor, en especial a la semana y a las dos semanas tras la
cirugia. Estos datos vendrian a corroborar la utilidad de la PU como método indirecto de

medida del grado de inflamacion (edema) corneal.

El incremento medio en el grosor corneal a los 2 meses respecto de los valores
preoperatorios medios fue de 99,11 ym; 117,1 pm y 83 um en los grupos 3, 4 y 5 y resultd
estadisticamente significativo para los grupos 3 y 4 (p<0,001; p=0,01 respectivamente).
No se pudo realizar un andlisis estadistico de los datos del grupo 5 debido a su reducido
tamano muestral. Este incremento del grosor corneal podria atribuirse a la LIE implantada
cuyo grosor tedrico era de 100 um. A diferencia de lo observado en los grupos con LIE, la
diferencia paquimétrica entre el preoperatorio y los 2 meses no resultdé estadisticamente
significativa en el grupo 2 (p=0,238). Esta diferencia en el incremento paquimétrico entre

los grupos con y sin LIE sugiere que el incremento del grosor corneal en la revision final a
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los 2 meses podria ser atribuible a la presencia de un implante estromal. El grosor corneal
medio no mostrd diferencias estadisticamente significativas en los grupos con LIE (grupos
3 a 5) con valores de p=0,11; p=0,19 y p=0,59 para la diferencia de medias entre grupos

3-4, 3-5 y 4-5, respectivamente.

Ninguno de los ojos intervenidos, tanto en el grupo 2 sin LIE como en los grupos 3, 4y 5
con LIE, presentd un adelgazamiento paquimétrico en los diferentes momentos de
seguimiento posoperatorio en comparacion con el preoperatorio. Estos datos concuerdan
con los hallazgos biomicroscdpicos ya descritos con ausencia de casos de melting corneal y
de lisis estromal anterior y posterior. Igualmente, muestra que tampoco hubo casos de
adelgazamiento estromal subclinico que pudiera atribuirse a la presencia de un implante
intraestromal, al hidrogel de PEGDA o a la propia técnica quirdrgica e indican que la
biocompatibilidad de los implantes fue buena a lo largo de los dos meses de seguimiento

posoperatorio.

4.3.2. Paquimetria por microscopia confocal in-vivo (MCIV)

Los valores de paquimetria media medidos mediante MCIV en los grupos 1, 2 y 3
presentaron una distribucion a lo largo del seguimiento similar a los de la PU. Obtuvimos
datos a la semana, al mes y a los dos meses de la cirugia por lo que no pudimos establecer
comparaciones entre el preoperatorio y el posoperatorio inmediato. La paquimetria del
grupo 1 (grupo sin intervencién quirirgica) se usdé como control preoperatorio. En el grupo
2 no hubo diferencias significativas entre la paquimetria a la semana, al mes y a los 2
meses (p<0,001), al igual que observamos por PU, donde solo hallamos diferencias
estadisticamente significativas con la paquimetria preoperatoria en el posoperatorio
inmediato, sin que observaramos diferencias en la paquimetria en el resto de tiempos de
seguimiento. En el grupo 3, la paquimetria media a la semana de la cirugia fue superior a
la observada al mes y a los dos meses con diferencias que resultaron estadisticamente
significativas (p=0,001 y p=0,24 respectivamente). La paquimetria media al mes y a los
dos meses no mostro diferencias estadisticamente significativas (p=0,76). Estos resultados,
al igual que lo observado en el grupo 2, concuerdan con los hallazgos obtenidos por PU en
los que observamos que el grosor corneal medio en el grupo 3 se incrementa en el
posoperatorio inmediato y no se normaliza hasta la revisién al mes, a partir de la cual las

medidas no muestran diferencias con las obtenidas en la exploracion final a los dos meses.
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4.3.3. Comparacion de la paquimetria medida por ultrasonidos y MCIV

La medicion exacta del grosor corneal es fundamental en el preoperatorio y seguimiento de
la cirugia corneal. Sin embargo, las diferentes tecnologias que disponemos para ello no han
demostrado ser consistentes.®* Por ello, hemos intentado establecer el grado de
concordancia entre las medidas de grosor corneal medidas por PU y las medidas por MCIV

en los diferentes grupos a estudio.

La estimacién del grado de concordancia entre la paquimetria medida por ultrasonidos (PU)
y la paquimetria medida por MCIV se realizd midiendo el coeficiente de correlacion
intraclase (CCI). El CCI,»* que se acepta como indice de concordancia para datos
continuos, describe la variaciéon total que se explica por la diferencia entre los casos de
cada grupo. La consistencia de las mediciones realizadas mediante dos técnicas se evalud
mediante el CCI y el grado de acuerdo para valor de CCI propuesto por Landis y Koch.>>
(Tabla 32) La concordancia entre las dos técnicas para la medicidon de la paquimetria en
nuestro estudio (PU y MCIV) ha sido diferente entre los 3 grupos. En el grupo 1 el CCI fue
de 0,46 y su intervalo de confianza oscilaba entre -0,43 y 0,79 mostrando un grado de
acuerdo moderado entre ambas técnicas. En el grupo 2 el CCI fue de 0,19; 0,09 y 0,57
para los diferentes tiempos de estudio y sus intervalos de confianza fueron grandes
oscilando entre -0,37 a 0,61; -0,37 a 0,53 y -0,18 a 0,88 respectivamente, mostrando un
grado de acuerdo entre ambas técnicas de leve a moderado. Por el contrario en el grupo 3
el CCI para los diferentes tiempos de estudio fue de 0,95; 0,94 y 0,89 respectivamente,
con intervalos de confianza pequefios: 0,88 a 0,98; 0,83 a 0,98 y 0,68 a 0,97, mostrando
un grado de acuerdo muy elevado entre ambas técnicas de medicion.

Tabla 32: Grado de acuerdo para cada valor de CCI propuesto por Landis y Koch.

VALOR GRADO DE ACUERDO

0 Pobre
0,01-0,2 Leve
0,021-0,4 Regular
0,41-0,6 Moderado
0,61-0,8 Sustancial
0,8-1 Casi Perfecto
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Analizando las graficas de Bland y Altman, observamos que la media de las diferencias de
la paquimetria medida por PU y por MCIV en nuestro estudio fue 10,8 ym mayor por PU
que por MCIV. Estos resultados son similares a lo que muestran otros trabajos en los que
la PU es mas gruesa que la medida por MCIV, como en el estudio de McLaren que describe
grosores 39 um mas delgados medidos por MCIV en comparacion con PU.?? Sin embargo,
analizando el intervalo de confianza (IC) de estas diferencias observamos que éste era muy
amplio (de +80,4 a -58,8 um). Del mismo modo, el andlisis por grupos mostro resultados
similares con diferencias de -0,7 pm; +27,3 ym y +14,6 pm para los grupos 1, 2 y 3
respectivamente. A pesar de que la mayoria de las casos mostraban diferencias que se
encontraban dentro del IC, los IC al 95% de estas diferencias medias fueron muy amplios
y oscilaron entre +97,7 a -81,1 pm en el grupo 1, +87,8 a -33,2 um en el grupo 2 y +89 a
-59,9 um en el grupo 3 respectivamente, revelando una gran variabilidad en la diferencia
de las medidas obtenidas por PU y MCIV. Por otro lado, analizando los datos
individualmente, se observd una gran variabilidad entre casos en los que la paquimetria
medida por MCIV mostraba valores tanto inferiores como superiores a los medidos por
ultrasonidos, siendo esta variabilidad aleatoria y no relacionada con el grosor corneal ni
con la presencia o ausencia de LIE. Una ventaja del método de Bland-Altman para estudiar
la concordancia entre diferentes métodos es que la magnitud de la diferencia considerada
como aceptable entre la PU y por MCIV no es una decisidén estadistica sino clinica, y
depende de si la concordancia es suficiente para el propodsito clinico.2® Asi, podemos
apreciar que la practica totalidad de casos muestran diferencias entre ambas técnicas que
se encuentran dentro del IC al 95% pero con valores de diferencias en la paquimetria
(tanto superiores como inferiores para una u otra técnica) que muestran una gran
variabilidad, de hasta 80 pum, y que clinicamente resultan significativas. Asi, y a pesar de
que la diferencia media en el grosor medido por ambos instrumentos no fue muy grande,
tanto la gran variabilidad de las medidas obtenidas mediante MCIV como los valores de CCI
(a excepcion de los valores obtenidos en el grupo 3) muestran un grado de concordancia

pobre entre ambas técnicas.

Tal y como se describe en trabajos anteriores, los valores de espesor corneal medidos por
PU son mas consistentes que los medidos por MCIV.%2257 A pesar de que la precision de los
valores medidos por PU son técnico dependientes y estan condicionados por la posicion del
paquimetro y por la presion ejercida sobre la cdrnea, los resultados obtenidos mediante PU
en el presente estudio han resultado mas fiables que los obtenidos por MCIV. A pesar de la
variabilidad de las medidas proporcionadas por cada modelo de PU, las medidas obtenidas
por PU en los diferentes grupos de ojos de nuestro estudio, mostraron valores que

permitieron establecer una correlacion clinico-paquimétrica adecuada mientras que los
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valores obtenidos por MCIV nos mostraron una alta variabilidad que no pudo ser atribuible
a las caracteristicas clinicas individuales de cada cornea.?>> McLaren, sin embargo, estima
que el grosor corneal obtenido por la mayoria de los PU comercialmente disponibles tiende
a sobreestimar el valor paquimétrico real y que los resultados obtenidos por MCIV, a pesar

de ser menos consistentes, son mas exactos.’6:%2

4.4. MICROSCOPIA CONFOCAL IN VIVO
El estudio mediante MCIV nos permitié estudiar a nivel celular las caracteristicas de los
diferentes estratos corneales tras la intervencion y poder compararlos, posteriormente, con

los hallazgos histolégicos post mortem.

4.4.1. EPITELIO

La MCIV nos permitié estudiar los cambios en las caracteristicas morfoldgicas de las células
epiteliales tras diseccion de un bolsillo estromal y tras el implante de lentes intraestromales
de PEGDA. La MCIV nos permitié distinguir, en los grupos 2 y 3, células basales, células
intermedias aladas y células epiteliales superficiales de caracteristicas similares a las
observadas en el grupo 1 sin que aprecidaramos diferencias en sus caracteristicas
morfoldgicas a lo largo del seguimiento. El epitelio corneal mantuvo su integridad en todos
los casos a excepcion de los casos 211 y 216 en el grupo 2 y de los casos 311 y 321 en el
grupo 3, en los que no pudimos obtener imagenes validas o en los que no fue posible la
visualizacion de células epiteliales de las caracteristicas previamente descritas. Todos ellos
fueron casos que biomicroscopicamente presentaron una opacidad o edema corneal,
mostrando asi una buena correlacidon entre los hallazgos biomicroscépicos y lo observado
por MCIV. En el resto de los casos solo observamos leves alteraciones del epitelio que
atribuimos a la presencia de artefactos durante la realizacién del procedimiento y que no

modificaron significativamente las caracteristicas celulares normales.

Los hallazgos observados coinciden con lo descrito en la literatura tras realizar disecciones
estromales manuales o flgps corneales, o tras implantes de LIE de hidrogel de materiales
diferentes en conejos y en humanos, en los que no observaron cambios en las
caracteristicas epiteliales.1>8:230:231 QOtros autores, por el contrario, si han hallado cambios
epiteliales, describiendo un adelgazamiento epitelial tras el implante intraestromal de lentes
PermaVision,?3¢ o la presencia de puntos hiperreflectivos en el epitelio corneal a una mayor

actividad celular tras la cirugia.'”*
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4.4.2. ENDOTELIO
Tal y como se ha mencionado en el apartado de los resultados, los endotelios corneales de
todos los casos de los grupos 1 a 3 mostraron caracteristicas normales sin que

apreciaramos cambios inducidos por la cirugia en la revision a los 2 meses.

No hubo diferencias estadisticamente ni clinicamente significativas en la densidad de
células endoteliales (DCE) a lo largo del seguimiento entre grupos (p=0,232) ni dentro de
cada uno de los grupos, (p=0,072 y p=0,231 en los grupos 2 y 3 respectivamente).
Tampoco observamos diferencias estadisticamente significativas al comparar la DCE del
grupo control con la DCE en los diferentes tiempos de seguimiento tanto en el grupo 2
(p=0,698; p=0,063 y p=0,061) como en el grupo 3 (p=0,2; p=0,907 y p=0,96). Estos
resultados coinciden con los descrito por diferentes autores que han reportado ausencia de
cambios en la densidad de células endoteliales tras realizar flaps para LASIK,2>%2>° tras
implantes intraestromales de hidrogel en conejos!*8230y en humanos, %2231 o tras implantes
para la correcciéon de la presbicia de diferentes modelos: Kamra,'®® Raindrop,’* o
Invue.'”t Por el contrario, Saelens describe una disminucion de la densidad de células
endoteliales en dos pacientes a los 22 afios tras la implantacion intraestromal de lentes de

lidofilcon.163

El analisis morfoldgico del tamafio celular endotelial tampoco mostré diferencias
estadisticamente significativas en la area celular a lo largo del seguimiento entre grupos
(p=0,26) ni dentro de cada grupo, (p=0,082 y p=0,26). Tampoco observamos diferencias
estadisticamente significativas al comparar el area celular endotelial de las cérneas del
grupo control con las de los diferentes tiempos de seguimiento tanto en el grupo 2
(p=0,82; p=0,055 y p=0,061) como en el grupo 3 (p=0,16; p=0,861 y p=0,941). El
analisis del coeficiente de variacion del tamafio celular (CVTC) no mostrd diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (p=0,026), aunque si hubo diferencias
significativas en la comparacioén intra-grupo en el grupo 2 (p=0,038). Al comparar el CVTC
del grupo control con el observado en los diferentes tiempos de seguimiento tanto en el
grupo 2 (p=0,121; p=0,895 y p=0,216) como en el grupo 3 (p=0,004; p=0,396 y
p=0,129), solo observamos diferencias estadisticamente significativas con los datos de la
exploracion a la semana en el grupo 3. Los valores del CVTC fueron del 19% en el grupo
control e inferiores al 30% (valor limite para definir el polimegetismo) en todos los tiempos
de seguimiento de los grupos 2 y 3 a excepcidn de la exploracion a la semana en el grupo
3, previamente mencionada, en la que el valor del CVTC fue del 30,65%. Entendemos que
la relevancia clinica de este dato es poco significativa ya que los valores absolutos son

préximos a la normalidad y a que se normalizan en revisiones sucesivas.
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El analisis morfolégico de la hexagonalidad endotelial tampoco mostré diferencias
estadisticamente significativas en la comparacion intra-grupo, (p=0,174 y p=0,211 para los
grupos 2 y 3) aunque si hubo diferencias estadisticamente significativas para la
comparacion inter-grupos (p=0,026). Al comparar el porcentaje de hexagonalidad del
grupo control con la hexagonalidad en los diferentes tiempos de seguimiento tanto en el
grupo 2 (p=0,096; p=0,009 y p=0,424) como en el grupo 3 (p=0,003; p=0,071 y
p=0,391) observamos diferencias estadisticamente significativas con los datos de la
exploracion al mes en el grupo 2 y a la semana en el grupo 3. El pleomorfismo se define
como el porcentaje de hexagonalidad inferior al 60% y observamos que la hexagonalidad
fue superior al 60% en todas las exploraciones salvo en estas revisiones al mes en el grupo
2 (58,86%) y a la semana en el grupo 3 (50,43%). Al analizar el valor de estas diferencias,
observamos que el porcentaje de hexagonalidad medio fue del 65,9% en el preoperatorio y
del 65,05% y 63,68% en la exploracion a los dos meses en los grupos 2 y 3
respectivamente, por lo que no se aprecian diferencias ni clinica ni estadisticamente
significativas respecto del preoperatorio en ninguno de los dos grupos. Por lo tanto, al
analizar la hexagonalidad en cada tiempo de seguimiento, entendemos que las diferencias
(estadisticamente significativas) observadas en estos tiempos de seguimiento intermedio,
tendrian escasa relevancia clinica debido a que los valores absolutos no son significativos y

a que estos se normalizaron para la revision a los dos meses.

Los cambios morfoldgicos en la revisidén a la semana del grupo 3, tanto en el CVTC como
en el porcentaje de hexagonalidad, coinciden con el mayor nimero de casos de
inflamacién en este grupo detectados en la revision a la semana y que podrian haber sido
la causa de estos hallazgos. La literatura que analiza los cambios endoteliales tras realizar
flaps con microqueratomo?°8:25? o implantes intraestromales, 18162231 menciona la ausencia
de cambios morfoldgicos endoteliales aunque no detalla si se trata del tamafo o de la
forma de las células ni si hay cambios temporales en la morfologia celular que se

normalizan en revisiones posteriores, tal y como hemos hallado en nuestro estudio.

4.4.3. ESTROMA

Las imagenes del estroma anterior y posterior de las corneas de conejo de nuestra muestra
mostraron las caracteristicas imagenes, descritas por diferentes autores, de queratocitos de
forma ovalada con nucleos hiperreflectivos y citoplasmas de menor reflectividad embebidos

en una matriz extracelular hiporreflectiva.?6°
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4.4.3.1. Densidad de queratocitos

La densidad media de queratocitos en el grupo control (no intervenido) fue mayor (1035 +
98 cel/mm?2) en el estroma anterior que en el posterior (702 + 92 cel/mm?), tal y como se
describe por diferentes autores tanto en humanos como en conejos.”1261,262 | os valores de
la densidad de queratocitos en corneas de conejo varian en las diferentes series desde
1821 y 1158 cel/mm? en estroma anterior y posterior, respectivamente, descritos por
Salamatrad,?3° hasta valores entre 380 y 201 cel/mm?2 en estroma anterior y posterior en la
serie de Reichard.?! Los datos obtenidos en las diferentes series han de ser comparados
con cautela, debido a que: 1) el estrato estromal a estudio puede no ser el mismo vy la
densidad de queratocitos varia en funcién de éste,?38 2) hay diferencias en la medicién en
funcion del MC utilizado,”°> 3) los valores pueden venir expresados en diferentes unidades
que no son directamente comparables,’! y 4) los datos corresponden a series en humanos

y en conejos que no son comparables entre si.

Al analizar los cambios en la densidad de queratocitos en los diferentes grupos,
observamos que la densidad de queratocitos en el estroma anterior y posterior no vario
como consecuencia de la intervencion quirdrgica ni del implante de LIE. No observamos
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y las medias de la
densidad de los queratocitos a los 7, 30 y 60 dias en ninguno de los grupos intervenidos,
(con y sin implante de LIE) tanto en el estroma anterior como posterior. Estos datos
coinciden con lo descrito por Twa y colaboradores, que no observaron cambios en la
densidad de queratocitos a las 6 semanas de realizar flaps de LASIK en conejos.?38 Otros
autores, por el contrario, han descrito una disminucion en la densidad de los queratocitos
tras LASIK en humanos en porcentajes variables y hasta 5 afos después del
procedimiento.29:263.264 En ojos con implantes estromales, Salamatrand no reporta cambios
en la densidad de queratocitos en estroma anterior ni posterior tras implantar LIE de
hidrogel en conejos.?3° Petroll y colaboradores, por el contrario, describen una reduccién
de los queratocitos en areas adyacentes al implante de hidrogel PermaVision,?3¢ aunque no
cuantifican la densidad de queratocitos y otros autores que realizaron estudios de MCIV
tras implantes intaestromales de hidrogel, hablan de normalidad sin mencionar

densidades.!58:231,245

Dentro de cada grupo, no observamos diferencias en la densidad de queratocitos del
estroma anterior entre los diferentes tiempos de evaluacién en el grupo 2 (p=0,23) ni en el
grupo 3 (p=0,76). En el estroma posterior, sin embargo, no observamos diferencias en el
grupo 3 (p=0,27) mientras que en el grupo 2 hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes momentos de evaluacion (p=0,011). Estas diferencias
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pueden deberse a la mayor densidad de queratocitos detectada en la revisién a la semana
(803 cel/mm?) que coincide con lo descrito en la literatura, que sugiere que el incremento
en la densidad de los queratocitos observado durante el posoperatorio precoz puede
deberse a la mayor presencia de nucleos y citoplasma de queratocitos activados e estas
fases.1’4238 Esta mayor densidad de queratocitos en la revision a la semana disminuyd en
las sucesivas revisiones con diferencias respecto del grupo control que no resultaron

estadisticamente significativas, tal y como se ha mencionado anteriormente.

Tampoco observamos diferencias significativas en el analisis multivariante entre los dos
grupos intervenidos (grupos 2 y 3) a lo largo del seguimiento en el estroma anterior ni en
el posterior (p=0,33 y p=0,1). Estos resultados indican que ni la cirugia de diseccion
lamelar manual ni el implante de una LIE dieron lugar a cambios significativos en la
densidad de los queratocitos anteriores ni posteriores al plano de diseccién estromal en

nuestra muestra.

4.4.3.2. Queratocitos activados (QA)

La activacion de queratocitos, consistente en la aparicion de cambios morfoldgicos
caracterizados por un aumento de la reflectividad citoplasmatica y un mayor tamaio,
ovalizacion e hiperreflectividad de sus nucleos, ha sido descrita en humanos y en conejos
tras diferentes procedimientos corneales como LASIK,236:258:265 DALK,%%0 o tras implantes

intraestromales, 162,163,231,236

Los procesos de reparacion estromal requieren de la activacion de los queratocitos
quiescentes adyacentes a la zona acelular indicida por el trauma corneal y de la produccion
de MEC por parte de éstos.?%° En los primeros dias de la reparacion tisular, el niUmero de
queratocitos disminuye en el area adyacente a la herida quirirgica, y éstos vuelven a
repoblar el estroma a partir del séptimo dia.?®® Los mecanismos por los cuales los
queratocitos desaparecen en el posoperatorio precoz no estan del todo claros aunque se
ha descrito que hay mecanismos apoptdticos involucrados.?%® La presencia de QA en el
estroma tras un proceso quirdrgico suele ser pasajera en el tiempo con un pico a la
semana de la cirugia y una duracion variable. En conejos, se han podido detectar hasta 1-2
semanas tras LASIK?%° y hasta 10 semanas tras DALK.?%0 Tras implantes intaestromales de
hidrogel en humanos, Malandrini observd que los QA desaparecen hacia los 12 meses tras

la cirugia.'”*

La presencia de QA en la regidn de la interfase (en el grupo 2) anterior y posterior a la LIE
de PEGDA (en el grupo 3) fue generalizada en nuestra muestra. Ademas de la presencia de
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estos QA, observamos queratocitos de caracteristicas normales tanto en este area de

activacién de queratocitos como anterior y posterior a la misma en todos los casos. El

estroma posterior permanecio libre de QA al igual que lo describen otros autores,174:231,236

4.4.3.3. Estudio de Interfase

4.4.3.3.1. Reflectividad de la Interfase

El éxito de un procedimiento quirirgico corneal se basa, entre otros, en la conservacién de

la transparencia del tejido. La aparicion de un haze secundario a la existencia de una
interfase puede dar lugar a un fendémeno de dispersién andmala de la luz. El estudio de las
cérneas por MCIV nos permitid visualizar las estructuras corneales con alta magnificacién y
analizarlas a nivel celular al tiempo que pudimos establecer criterios morfologicos de
clasificacion de la interfase. Asimismo, nos permitid cuantificar la intensidad de la
reflectividad de la interfase mediante el analisis de los valores proporcionados en forma de
light reflectance units (LRU) (a mayor transparencia menor reflectividad).2%3 Por otro lado,
el gréfico Z-scan del CS4, mediante el andlisis de la difusién de la luz a través de
estructuras de mayor o menor transparencia, nos proporciond informacién cuantitativa a
cerca de los distintos estratos corneales y de la intensidad de la reaccion tisular en la
interfase. Los perfiles del grafico Z-scan nos mostraron un pico de reflectividad (en el eje
y) en los pacientes del grupo 2 mientras que en el grupo 3 observamos dos picos de mayor
reflectividad en la interfase estroma-lente a cada lado de un valle hiporreflectivo que se

corresponde con el implante (ver Figura 41).163

La intensidad de la reflectividad de la interfase (LRU) en el grupo 2 no mostré diferencias
estadisticamente significativas a lo largo del seguimiento (p=0,613). Por el contrario, la
intensidad de reflectividad de la interfase anterior en el grupo 3 mostro valores crecientes
en los sucesivos tiempos de evaluacion con diferencias que resultaron estadisticamente
significativas (p=0,021). A su vez, la comparacién de la reflectividad entre los grupos 2 y 3
a lo largo del seguimiento, mostrd diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (p=0,029), siendo la intensidad media de esta reflectividad superior en el grupo
con LIE en todas las exploraciones. La medicion a los dos meses de niveles de reflectividad
iguales o superiores a los observados en la exploracion a la semana, podria deberse a la
persistencia de una inflamacion subclinica con queratocitos activados y particulas
hiperreflectivas o al desarrollo de fibrosis en el plano de diseccidn. El seguimiento de los
casos, limitado a dos meses, no nos ha permitido evaluar cambios a mas largo plazo que,
tal vez, pudieran proporcionarnos informacion acerca de la naturaleza de esta mayor

reflectividad.
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En la cdrnea sana los nucleos de los queratocitos son las Unicas estructuras capaces de
dispersar la luz y es conocido que la diferencia evidente entre el indice de refraccion (IR)
de los queratocitos y de la MEC circundante pueda dar lugar a la aparicion de haze.?’:28113
Este haze corneal se originard a partir de la luz reflejada y dispersada por pequefias
particulas o por superficies que dividen estructuras con diferente IR y los cambios en la
intensidad de este haze nos indicaran una mejoria o deterioro del tejido corneal. La
cuantificacién del haze en este estudio nos ha permitido valorar objetivamente cambios en
la interfase a lo largo del seguimiento.?°! No obstante, una limitacién a la expresion de la
reflectividad en forma de LRU deriva de la dificultad para estandarizar estas medidas. La
cuantificacién de la reflectividad en LRU solo nos permite realizar comparaciones a lo largo
del tiempo en estudios longitudinales como el nuestro ya que estas unidades en las que
expresamos el haze deberian estandarizarse para poder compararlas con los resultados
obtenidos con diferentes MC y en diferentes laboratorios, por lo que no es posible

extrapolar ni comparar nuestros resultados.”?:20!

4.4.3.3.2. Caracteristicas morfoldgicas de la interfase

Tal y como se describe en el apartado correspondiente de los resultados (apartado 6.4.2),
pudimos observar una desestructuracién de la arquitectura estromal normal en el 92,9%
de los casos del grupo 2 y en el 100% de los casos del grupo 3 a los dos meses de la
cirugia. De acuerdo con la clasificacion propuesta en funcion de la conservacion de la
estructura estromal, un 7,1 % de los casos del grupo 2 mostraba una interfase tipo 1, sin
cambios respecto de la arquitectura estromal normal. La aparicion de una interfase
secundaria a una diseccién lamelar o al implante de lentes intraestromales ha sido
previamente estudiada por MCIV mostrando caracteristicas morfoldgicas variadas. Se ha
descrito que las caracteristicas de la interfase tras DALK varian en funcion de la técnica,
con patrones caracteristicos en funcion de la profundidad del plano de diseccion.?® Tras
implantes de lentes intraestromales, Mallandrini describe la aparicién de depdsitos difusos
hiperreflectivos de material amorfo en el estroma intermedio sobre la superficie anterior del
implante, a pesar de lo cual describe que la respuesta del tejido al implante es "casi
inerte". Alié describe la presencia de particulas hiperreflectivas no metalicas, aumento de la
MEC vy presencia de células epitelioides.?3! Saelens observa una superficie rugosa de alta
reflectividad con depdsitos de restos celulares mientras que Petroll describe un Aaze difuso
(mayor en los casos con LIE que en los casos solo con flap), presencia de depdsitos

hiperreflectivos en la superficie y estructuras de morfologia epitelioide. 163,236

La correlacién entre las caracteristicas morfoldgicas de la interfase y la presencia de edema

o infiltracién estromal no fue concluyente. En el grupo 2, el caso 216 fue el Unico que
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presentd un grado de infiltracion clinica significativa y se presentd en la exploracion a la
semana. En las imagenes de MCIV, las caracteristicas de la interfase del caso 216
mostraron una imagen con patrén de interfase tipo 4. Sin embargo, otros 6 casos
presentaron una interfase tipo 4 (ausencia de estructuras estromales reconocibles) sin que
se observara un haze clinicamente manifiesto. En el grupo 3, el caso 310 presentdé edema
e infiltracidn estromal severos que se correlacinaban con un patron de interfase tipo 4 por
MCIV. Los cuatro casos restantes con inflamacién moderada (casos 305, 308, 311 y 314)
también mostraron interfases de tipo 3 (50%) y de tipo 4 (50%) en la Ultima revision
previa a su sacrificio. Sin embargo el porcentaje de casos con interfases tipo 3 y 4 fue
mayoritario entre los casos del grupo 3 (85,7% a los 2 meses) por lo que un elevado
nimero de casos sin edema ni haze biomicroscopicamente evidente también mostré una

interfase con desestructuracion de la arquitectura estromal normal por MCIV.

Al analizar los casos que histoldgicamente mostraron una cicatriz significativa en el plano
de diseccién del bolsillo estromal en el grupo 2 (casos 201, 209, 216, 217 y 222),
observamos que uno de ellos (caso 217) present6 una interfase tipo 2, otros 3 casos (201,
209 y 222) presentaron una interfase tipo 3, mientras que el caso 216 mostr6 una interfase
tipo 4 en la Ultima exploracion realizada con MCIV previa al sacrificio (ver Figuras 42-44).
En el grupo 3, la correlacién entre la morfologia de la interfase por MCIV y los hallazgos
histoldgicos resultd mas compleja debido a que hubo cambios en el estroma anterior y en
la luz generada por la presencia del implante que nos dificultan la interpretacion de las
imagenes. Estos resultados muestran que las caracteristicas morfoldgicas de la interfase
observadas por MCIV no se correlacionan con los cambios histoldgicos observados en la

interfase estromal.

4.4.3.3.3. Particulas hiperreflectivas en la interfase

El porcentaje de casos con presencia de particulas hiperreflectivas en el estroma pdximo a
la interfase en la exploracién a la semana fue del 90% y 90,5% en los grupos 2 y 3,
respectivamente, y fue decreciendo de forma significativa (p=0,031) entre la semana y la
revision final a los dos meses en ambos grupos. La aparicién de un elevado nimero de
puntos hiperreflectivos asociado a la presencia de queratocitos activados y acimulo de
MEC anormal en las fases iniciales de la cirugia se ha observado tras diferentes
procedimientos corneales como: DSAEK,267 DALK,203.260 | AS]K,258,259,265,268,269 o tras el
implante de lentes intraestromales.58:163,174.231,236 | 3 duracién de estas particulas en el
estroma tras la cirugia corneal es desconocida. Ismail describe que desaparecen al mes de
la cirugia tras implantes PermaVision,'*® aunque se ha descrito la presencia depdsitos

similares hasta 3-4 afios tras cirugia LASIK.2%° El seguimiento limitado a dos meses de
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nuestra serie, no nos ha permitido evaluar la evolucién de estas particulas a mas largo
plazo. Sin embargo, en la revision a los dos meses, aunque en menor porcentaje que
inicialmente, pudimos observar particulas en el 42,8% y 53,3% de los casos en los grupos

2 y 3, en contraposicion a lo descrito por Ismail y colaboradores.!>8

La variabilidad en el nimero de estas particulas fue muy grande y oscilé entre 0 y 960
particulas/mm? entre los diferentes casos sin que observaramos diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de particulas entre ambos grupos (p=0,337).
Sin embargo, la densidad de particulas oscild entre los diferentes tiempos de evaluacion,
con una media de 25 particulas/mm? y 76,6 particulas/mm? en los grupos 2 y 3 a los dos
meses. Petroll analiza la densidad de particulas tras realizar flaps estromales con LFS con y
sin implante de LIE y describe densidades medias de particulas inferiores a las observadas
por nosotros (67,7+/-53,2 particulas/mm? con LIE frente a 16,3+/-22,1 sin LIE).?3¢ Otros
autores, sin embargo, han descrito densidades de particulas hiperreflectivas superiores a
las observadas en nuestra serie.?>265269 No hemos observado una asociacidon entre el
numero de particulas hiperreflectivas y el grado de reflectividad de la interfase ni entre las
particulas hiperreflectivas y la presencia de queratocitos activados, visibles en todos los

casos, en consonancia con lo descrito por Petroll.?3¢

El significado clinico de estas particulas es incierto. Inicialmente observadas tras
procedimientos como el LASIK, se pensdé que pudieran deberse a restos metalicos
secundarios al microqueratomo pero recientemente también se han descrito tras flaps
realizados con LFS.23¢ Malandrini sugiere que puedan ser productos de degeneracién
celular del tejido corneal ablacionado, particulas de polvo del quiréfano, remanentes de las
torundas/hemostetas empleadas o restos de secreciones de las glandulas de
Meimbomio.'”* Pérez-Gomez postula que puedan deberse la presencia de queratocitos
apoptoticos,?%® mientras que Dawson, tras analizar ex vivo especimenes corneales por MC,

sugiere que puedan deberse a vacuolas intracitoplasmaticas de los queratocitos.27°

La presencia de particulas hiperreflectivas en cantidades y frecuencias comparables en
ambos grupos (2 y 3), asi como la literatura que describe su presencia tanto tras flaps
corneales como tras implantes intraestromales sugiere que su aparicion pueda estar mas
relacionada con la propia técnica quirlrgica que con el implante en si. 1°8174,236,269,270
Tampoco hemos hallado una relacién entre la existencia de estas particulas o su densidad
por MCIV y otras variables biomicroscdpicas.
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4.4.3.4. Implantes intraestromales

Por MCIV, los implantes intraestromales se visualizaron como un valle hiporreflectivo entre
imagenes hiperreflectivas correspondientes a las interfases (ver apartado anterior) tal y
como lo describen diferentes autores.163:236 Esta observacion en el grafico Z-scan nos ha
permitido medir el grosor de la LIE calculando la distancia entre el inicio y el final del valle

hiporreflectivo dentro del estroma corneal.

Los grosores medios de las LIE medidos por MCIV fueron de 109,85 pm, 118,14 ym y
104,63 pym a los dias 7, 30 y 60, sin que observaramos diferencias ni clinica ni
estadisticamente significativas a lo largo del seguimiento. El valor medio del grosor de las
LIE a los 2 meses de la cirugia es similar al grosor tedrico de los implantes, de
aproximadamente 100 um, y concuerda con el incremento paquimétrico global medido

tanto por PU como por MCIV que fue de 98,89 um y de 97,55 um, respectivamente.

4.4.4. ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS DE LA MCIV

1. La MCIV ha resultado ser una herramienta valida para estudiar cualitativa y
cuantitativamente la respuesta corneal a nivel celular tras diseccion estromal
manual y tras el implante intraestromal de lentes de PEGDA.

2. No hemos hallado cambios cuantitativos ni cualitativos en el endotelio corneal
secundarios a la diseccién estromal o al implante de lentes intraestromales de
PEGDA.

3. La densidad de queratocitos del estroma anterior y posterior no se modificd
significativamente como consecuencia de la diseccion estromal o el implante de
lentes intraestromales de PEGDA.

4. Ambos grupos (2 y 3) con diseccién estromal y con implante de LIE de PEGDA
dieron lugar a activaciéon de queratocitos.

5. No hemos hallado una relacién entre el implante de una LIE de PEGDA vy la
aparicién de particulas hiperreflectivas (presentes en ambos grupos). Tampoco
hemos hallado una relacién entre la aparicion de particulas hiperreflectivas, ni el
numero de estas, y los hallazgos biomicroscdpicos.

6. No hemos observado una correlacion entre las caracteristicas morfolégicas de la

interfase por MCIV vy los hallazgos histoldgicos.
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4.5. HISTOLOGIA

La presencia de un implante intraestromal da lugar a una serie de cambios histoldgicos en
la cérnea como consecuencia de: 1) las propias modificaciones inducidas por la técnica
quirargica, 2) los procesos de inflamacion inducidos por la técnica quirtrgica y por la
presencia del implante intraestromal de hidrogel y 3) por los procesos de regeneracion y
reparacion corneal secundarios a la técnica quirlrgica y a los cambios inflamatorios

inducidos por ésta.29>271

4.5.1. EPITELIO

El estudio histoldgico nos mostrd un epitelio de caracteristicas similares a las del grupo
control en todos los casos de los grupos 2 a 5 a excepcidn de los casos 209 y 216 en el
grupo 2 vy los casos 310 y 311 del grupo 3. La modificacion en el grosor epitelial de estos
casos, tanto en el grupo 3 sobre el area del implante intraestromal como en el grupo 2 por
encima del plano de diseccion estromal, coincide con lo descrito por otros autores tras
comparar 2 grupos: 1) con flaps cornelales y 2) tras implantar polimeros de hidrogel de
perfluoropoliether (PFPE) en cdrneas de conejo.?’? Las causas de este adelgazamiento
epitelial secundario al flap corneal no estan claras pero se ha sugerido que puedan deberse
al corte de los nervios corneales por el microqueratomo?’® o a la especie (conejo)
empleada como modelo animal.?’4 En los casos con LIE de hidrogel, el adelgazamiento
epitelial ha sido descrito por varios autores y se ha sugerido que puede estar relacionado
con el grosor del implante y la difusion de glucosa a través del material del implante o con
factores mecanicos que inducen un abombamiento de la cdrnea.l3:248.272.275276 De
cualquier forma, no esta clara la significacion patoldgica que este adelgazamiento epitelial
pueda tener y su existencia no parece tener repercusion en la calidad optica de estos

En todos los casos de los grupos 3 a 5 observamos una hiperplasia epitelial y un
engrosamiento de las células epiteliales en las zonas de transicion justo anteriores a los
bordes de la LIE. Se ha sugerido que este hallazgo pudiera deberse a un intento del tejido
por regularizar la superficie corneal tras el encurvamiento artificial inducido por el implante

intraestromal.140,272,275,276,277

4.5.2. ENDOTELIO

El endotelio corneal y la membrana de Descemet se mantuvieron intactos en todos los
casos. Los Unicos hallazgos de alteraciones en el endotelio se debieron a artefactos debidos
al procesamiento de las muestras para su analisis histologico. La conservacion del

endotelio, incluso en los casos que presentaron una inflamacion clinica, confirma los
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hallazgos biomicroscopicos en los que la inflamacién corneal se limita a los estratos
corneales anteriores al implante y esta en concordancia con lo descrito tras implantes de
hidrogel en ojos de conejo por otros autores.z30:275276 | os resultados histoldgicos también
concuerdan con los hallazgos obtenidos por MCIV en los que hemos observado un
endotelio de caracteristicas normales que no se ha visto alterado por la técnica quirdrgica

ni por la presencia del implante de hidrogel.

4.5.3. ESTROMA

Los queratocitos son las células principales del estroma corneal. Son células
mesenquimales aplanadas que poseen largos procesos celulares mediante los cuales se
unen entre ellos por uniones tipo GAP.>278 En condiciones de reposo estan quiescentes
pero ante un dafo tisular rompen sus uniones celulares, se convierten en moviles y acttan
como fibroblastos degradando y formando coldgeno. Estos queratocitos son conocidos
como queratocitos activados y pueden recibir sefiales de activacion por citoquinas, factores
solubles, otras células o por la presencia de un cuerpo extrano.?’® La presencia de
queratocitos activados en los cortes histoldgicos se observd en todos los grupos,
especialmente en los grupos 2 y 3 y fue mas evidente en el estroma anterior y en el
adyacente al implante, tal y como lo describe Samples, y tal y como se observa en las
imagenes de MCIV de las cdrneas de los grupos 2 y 3 en las que no observamos
queratocitos activados en el estroma posterior.2”> Sampes sugiere que la presencia de
estos queratocitos activados en ausencia de células inflamatorias en el tejido puede estar
estimulada por el hidrogel.?’> El hallazgo de queratocitos activados en cortes histolégicos
en los diferentes momentos posquirdrgicos nos indica que los procesos de regeneracién y

remodelado corneal contindian hasta meses después de la cirugia.?’8

4.5.3.1. Estroma grupo 2

En las muestras histoldgicas de las cérneas del grupo 2 (con diseccidon estromal y sin
implante) el estroma corneal no mostrd diferencias significativas con el de las cérneas
control, salvo en cinco casos (casos 201, 209, 216, 217 y 222). La presencia de una fibrosis
colagena en el plano de diseccién estromal en estos casos se manifiesta en forma de
desestructuracion de la arquitectura lamelar con fibras de coldgeno desorganizadas y

depodsito de material extracelular.

Ante una agresion quirdrgica los queratocitos tienen el potencial de convertirse en células
capaces de degradar y producir MEC. Durante el proceso de cicatrizacion las fibras de MEC
dafiadas son digeridas y sustituidas por otras de forma mas desordenada. Posteriormente,

durante el remodelado tisular, estas fibras seran digeridas y sustituidas por otras cuyo
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diametro y organizacion se asemeja al de las fibras originales.?”® Estudios ultraestructurales
de corneas de conejo intervenidas mediante cirugia lamelar han mostrado la presencia de
material extracelular amorfo, colageno desorganizado y queratocitos degenerados de

caracteristicas similares a las observadas en estos cinco casos del grupo 2,280, 281

4.5.3.2. Estroma grupos 3,4y 5

En los grupos 3, 4 y 5 (con LIE) se pudo apreciar el espacio generado por el implante de
hidrogel en el estroma medio. El bolsillo estromal se visualizd como un espacio vacio de
aspecto rectangular o trapezoidal en el estroma medio-posterior. Las caracteristicas de este
bolsillo estromal fueron similares en los tres grupos asi como en los casos sacrificados en
los diferentes momentos tras la intervencidn. Las caracteristicas del tejido estromal
adyacente al implante de PEGDA coincidieron con las halladas por otros autores con
implantes de hidrogel de diferentes materiales.?30248.276.282 pydimos apreciar la compresion
de las lamelas del colageno en los bordes del implante, la compactacion de las fibras de
colageno por encima del implante o una densidad de queratocitos mantenida en el estroma
circundante junto a una cicatriz hipocelular en los bordes laterales del implante. Otros
autores han mostrado una hipocelularidad de queratocitos en el estroma anterior por
delante del implante no observada en nuestra serie con LIE de PEGDA y que se ha
sugerido pudiera deberse a la mala difusion de nutrientes por la impermeabilidad del

material empleado.!38:142

La visualizacidon correcta de los implantes de PEGDA no fue posible en la mayoria de los
casos de nuestro estudio y solo pudimos observar fragmentos residuales del implante
original en los bordes del bolsillo estromal fuera de su localizacion inicial. Esta dificultad
para procesar correctamente el hidrogel para su visualizacion adecuada en cortes
histoldgicos se debe a la naturaleza de estos polimeros con alto contenido hidrico y a que
son materiales muy sensibles a los cambios ambientales.282 Por todo ello, los hidrogeles no
pueden ser procesados correctamente mediante métodos convencionales ya que los
cambios de pH y de temperatura, requeridos para procesar muestras congeladas, o la
deshidratacién de las muestras con alcohol, para su procesamiento en parafina, dan lugar
a cambios estructurales en la arquitectura de los hidrogeles y del complejo hidrogel-
estroma. Los sistemas de procesamiento mediante resinas de glicol metacrilato permitirian
mantener un pH estable durante la fijacién del tejido, evitando asi que el hidrogel, de alto
contenido en agua y pH-dependiente, se expanda o se contraiga.?83:284 De este modo,
podriamos analizar la relacion hidrogel-estroma sin artefactos inducidos por los métodos

convencionales de procesamiento de muestras.282

190



DISCUSION

En todos los casos de los grupos 3 a 5 pudimos observar la presencia de células en los
bordes de la luz estromal. Estas células aparecieron con morfologias, distribuciones y
localizaciones variadas: 1) agrupadas en formaciones celulares heterogéneas
(probablemente nlcleos de queratocitos acumulados) tal y como proponen Salamatrad y
colaboradores,?3® 2) aisladas, o 3) en hileras constituidas por una monocapa de
queratocitos aplanados bordeando la luz estromal, como consecuencia de una metaplasia
pseudoepiteliomatosa. La presencia de estas células junto a la luz puede deberse a la mala
conservacion del implante de PEGDA en la muestra. La distorsion de la forma o del tamafio
de los implantes durante el procesamiento histoldgico puede alterar cualquier crecimiento
celular alrededor del implante, dando lugar a la presencia de crecimientos celulares sobre
el mismo o el acimulo de células fuera de su localizacion de origen en la cornea /in vivo.?8?
La presencia de monocapas de queratocitos aplanados bordeando la luz generada por el
implante también descrita previamente tras LIE de hidrogel puede deberse a la migracion

de queratocitos y a su incapacidad para invadir el hidrogel.?”®

En ningln caso observamos queratocitos o fibras de coldgeno adheridos al implante de
PEGDA en los cortes histoldgicos de los sacrificios realizados en los diferentes tiempos tras
la cirugia, tal y como habia sido descrito previamente por McCarey y colaboradores tras
implantar lentes intraestromales de PHEMA.?”® Esto sugiere que los hidrogeles son
materiales bien tolerados por la cdrnea que generan nula o minima inflamacién y ausencia

de respuesta tisular al mismo.>!

No encontramos ningun caso de crecimiento intraepitelial tras el implante intraestromal en
ninguno de los grupos de nuestro estudio. Las células halladas en los bordes de la luz
fueron, en todos los casos, queratocitos modificados, sin evidencia de células de origen
epitelial. No obstante, la presencia de células epiteliales en la interfase tras un implante de
LIE ha sido descrita por otros autores y podria tener su origen en: 1) un insuficiente lavado
del espacio estromal previo a la implantacion o tras completar la cirugia o 2) en la ausencia

de una correcta aposicién de los bordes de la incisién tras completar el procedimiento.
230,231,271

La presencia de queratocitos vacuolizados tras implantacion de LIE ya ha sido descrita
previamente tanto en casos con inflamacion significativa como en otros sin signos clinicos
de inflamacion.4227> Esta vacuolizacién de queratocitos puede deberse a diferentes causas
como: enfermedades de depdsito, desecacion o inflamacién de la cornea y se asocian
caracteristicamente con un infiltrado inflamatorio en el estroma adyacente. En ocasiones se

puede presentar una falsa vacuolizacion perinuclear debida a la artefactacion de la muestra
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por el procesamiento.?®> La presencia de queratocitos vacuolizados en nuestra muestra se

observo en los casos con inflamacion significativa del grupo 3.

A diferencia de lo descrito por Rodrigues, Parks o Mullet, tanto con implantes
impermeables,** como con lentes de hidrogel, 16224 no hemos hallado cristales lipidicos en
el estroma posterior al implante. Estos depdsitos pueden deberse a la formacién de lipidos
por parte de los queratocitos como respuesta inespecifica al estrés mecanico o
metabdlico.1#*2% En primates se ha observado que la respuesta de los queratocitos a los
implantes intraestromales de hidrogel puede dar lugar a la formacién de lipidos como los
descritos anteriormente, a depdsitos de fibras de colageno por encima y por debajo del
implante,?”> o0 a la presencia de una membrana similar a la basal en la interfase estroma-
hidrogel.?8

4.5.4. CASOS CON INFLAMACION SIGNIFICATIVA

La necrosis aséptica y la neovascularizacion corneal representan diferentes formas de
disfunciéon aguda de la fisiologia corneal normal a diferencia del adelgazamiento corneal, la
hipocelularidad estromal o la vacuolizacidon de queratocitos, analizadas previamente, que
representan formas cronicas de disfuncion debidas a la mala difusion de nutrientes.!#
Algunos autores han sugerido que las caracteristicas morfoldgicas del epitelio corneal por
encima del implante pueden servir como marcadores de Vviabilidad celular y
secundariamente de biocompatibilidad del implante.?’¢ Esto justificaria nuestros hallazgos,
ya que tres de los cuatro casos con pérdida de la morfologia epitelial normal se

corresponden con los casos en los que observamos una inflamacién clinica significativa.

Todos los casos de neovascularizacion corneal clinica en el momento de su sacrificio
mostraron neovasos en los cortes histoldgicos. El analisis de los casos con
neovascularizacion corneal, todos ellos pertenecientes a los grupos 2 y 3, nos mostrd la
presencia de un infiltrado leucocitario (predominantemente eosinofilico) asi como de
algunos linfocitos junto con neovasos en los cortes histoldgicos. La presencia de un
infiltrado de LPMN vy linfocitos asociados a la neovascularizacion corneal podria explicar el
papel que los leucocitos pudieran tener, a partir de la liberacidén de sustancias vasogénicas,
en el desarrollo de la neovascularizacion inducida experimentalmente, tal y como se ha
observado en estudios previos con el mismo modelo animal.?8” Otros investigadores han
sugerido que tanto la neovascularizacién como la presencia de un infiltrado inflamatorio de
LPMN pudieran depender de un tercer factor independiente que se desarrolla en respuesta
al dafo corneal inducido y que produciria efectos vasogénicos y quimiotacticos de

leucocitos.288
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La inflamacion es la principal forma de reaccién ante cualquier dafio tisular y se sabe que
cuando un material extrafo entra en contacto con un tejido bioldgico, éste responde dando
inicio a una respuesta inflamatoria aguda que se suele continuar con un proceso de
reparacion tisular. En ensayos experimentales con implantes de PHEMA en cérneas de
conejo se ha observado que en fases iniciales de la inflamacion, las células que
predominantemente infiltran el tejido corneal son los LPMN (eosindfilos, basofilos y
mayoritariamente neutrdfilos), mientras que en fases mas tardias, el macréfago pasa a
tener un papel dominante en la respuesta inflamatoria crénica.?®® Esta respuesta
inflamatoria es inicialmente secundaria al dafio quirdrgico y en un segundo tiempo inducida
por el material implantado.?8 Estos autores observaron que la respuesta inflamatoria tras
la implantacion estromal de una lente de hidrogel diferia de la respuesta inducida
exclusivamente por el dafio quirdrgico. Asi, en las primeras horas, la respuesta tisular al
implante de hidrogel sigue el patrén caracteristico de respuesta al dafio tisular inducido
quirargicamente y se pueden observar neutrdfilos durante las primeras 24-48 horas que
posteriormente desaparecerian en los casos de reparacion tisular normal.?® Estas células
inflamatorias podrian generar mediadores intracelulares que daran lugar a la activacién de
queratocitos quiescentes que se encuentran en la vecindad.?’® En una segunda fase, el
hidrogel intraestromal podria funcionar como reservorio de mediadores que controlarian los
procesos de reparacion tisular y perpetuarian el reclutamiento de células inflamatorias que
pueden permanecer de forma prolongada en funciéon de la tolerancia al material.?®® La
mayor parte de los casos de nuestra serie, tanto en el grupo 2 (sin hidrogel) como en los
grupos 3 a 5 (con implante de PEGDA) no mostraron presencia de células inflamatorias en
los cortes histoldgicos. Los sacrificios de los conejos se realizaron de forma secuencial a la
semana, 2 semanas, 4 semanas y 8 semanas tras la cirugia, lo que justificaria la ausencia
de reaccion inflamatoria en estos casos debido a la supervivencia limitada de los neutrdfilos
en el tejido corneal tras la cirugia en casos de reparacion tisular normal, que no supera las
48 horas.?® Asi, en estos casos, los Unicos cambios histoldgicos apreciables fueron los

secundarios a la reparacion tisular normal.

En los casos 216, 310 y 311 pudimos observar una reaccién inflamatoria en la muestra
histoldgica. Esta infiltracion de células infamatorias estaba mayoritariamente compuesta
por eosindfilos, aunque también fueron visibles algunos linfocitos, macréfagos aislados y
cariorrexis de neutrdfilos. La explicacion de esta infiltracion mayoritaria por eosindfilos en
la muestra no esta clara. Las Unicas publicaciones que describen la presencia de infiltracion
eosinofilica tras implantes intraestromales fueron la de Deg y colaboradores tas implantar
lentes de polisulfona en cérneas de monos sin que hallaran una explicacion para la

presencia de éstos y la de Vijayasecaran y colaboradores que describen la presencia de
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eosindfilos aislados en ojos de conejo tras implantes de PHEMA para cuya presencia no

aportan una explicacion. 42282

4.5.5. EL PAPEL DE LOS CORTICOIDES

De los resultados histoldgicos de este estudio podriamos concluir que el uso de
dexametasona tdpica o encapsulada en microesferas de PLGA en el implante, resultd ser
eficaz en el control de la inflamacién y en la inhibicion de la angiogénesis observando la
ausencia de neovascularizacién o infiltracion estromal por LPMN en el examen histoldgico
de todas las cérneas pertenecientes a los grupos 4 y 5. Estos hallazgos confirmarian lo
observado en el analisis biomicroscopico descrito en el apartado 4 de resultados y el papel
que los corticoides pudieran tener como agentes antiangiogénicos y antiinflamatorios. (Ver
apartado 4.2.2.3)

4.5.6. ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS HISTOLOGICOS

1. Los datos histoldgicos confirman los hallazgos clinicos y de MCIV en los que la ausencia
de extrusion de los implantes y de melting estromal indican una buena biocompatibilidad y
una adecuada permeabilidad al oxigeno y los nutrientes.

2. Se ha observado un adelgazamiento epitelial en los casos con inflamacion significativa,
mayoritariamente pertenecientes al grupo 3. En los grupos con LIE de ha observado una
hiperplasia epitelial anterior al borde de los implantes.

3. No hemos hallado células de origen epitelial que sugieran crecimiento intraepitelial de la
interfase. Las células observadas en el borde de la luz generada tras el implante de PEGDA
tienen son de origen mesenquimal.

4. No ha sido posble la visualizacion de los implantes de PEGDA /n situ en los cortes
histoldgicos debido al tipo de procesaiento de las muestras.

5. Los datos histoldgicos confirman la ausencia de infiltracién de LPMN vy linfocitos asi como
de neovascularizaciéon corneal histopatoldgica tanto en los casos tratados con
dexamenasona tdpica o encapsulada en microesferas de PLGA (grupos 4 y 5), confirmando

su eficacia como agente antiangiogénico y antiinflamatorio en esta muestra.
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4.6. EXPRESION DE PROTINAS DE MEC POR RT-qPCR

4.6.1. METALOPROTEASA DE MATRIZ TIPO 1 (MMP-1)

Las melatoproteasas de matriz extracelular (MMP) son enzimas capaces de degradar la
matriz extracelular. En funcion del sustrato de degradacién, las MMP se dividen en 3
subtipos: colagenasas intersticiales (MMP-1 y MMP-8), estromelisinas (MMP-3 y MMP-10) y
gelatinasas (MMP-2 y MMP-9).2°1 La MMP-1 es una colagenasa, capaz de degradar el
colageno-1, presente en una gran variedad de células sanas incluidos los queratocitos, las
células epiteliales y las células endoteliales.?®?> El equilibrio entre colagenogénesis y
colagenolisis es crucial durante los procesos de reparacion del tejido corneal. La excesiva
colagenolisis inducida por la MMP-1 en las fases iniciales tras la cirugia corneal con
implantes intraestromales de hidrogel puede dar lugar a una cicatrizaciéon inadecuada y a
una disminucidn de la deposicién de colageno, que puede comprometer la permanencia
corneal del implante a medio y largo plazo.?*3 Asi, el ratio entre las MMP vy los inhibidores
tisulares de las MMP corneales parece ser determinante en el equilibrio entre la sintesis y la

degradacién del colageno.?**

Los hidrogeles pueden actuar como depdsito de factores de crecimiento y otras sustancias
liberadas durante la rotura de la MEC.?*3 Se ha visto que el hidrogel de PHEMA, puede dar
lugar a la activacion del complemento por la via alternativa y a la quimotaxis de
macrofagos secundaria.?®> Se ha observado que la inhibicidn directa de la MMP-1 puede ser
de utilidad en el control de los procesos de melting corneal a pesar de que la principal
enzima gelatinolitica implicada en los procesos de reparacion tisular en el posoperatorio

temprano es la MMP-9,2%3

La expresion de MMP-1 se empled como marcador de la actividad colagenolitica a la vez
que evaluamos la actividad anticolagenolitica de la dexametasona tdpica o encapsulada en
microesferas de PLGA en la inhibicion de la expresién de MMP-1. El aumento de la
expresion de MMP-1 se utilizd como marcador inflamatorio. Observamos una reducciéon en
la expresion del MMP-1 en todos los grupos de nuestra muestra. Esta reduccion de la
expresion varid entre 2,5 folds de media en el grupo 3 y 7 folds en el grupo 5, con
diferencias que no resultaron estadisticamente significativas entre grupos (p=0,054). Al
analizar el efecto de la dexametasona en la expresion de MMP-1 en los diferentes grupos
con LIE, observamos que la infra expresion del MMP-1 fue mayor en los grupos tratados
con corticoides (grupos 4 y 5) que en el grupos sin corticoides (grupo 3) con diferencias

que no resultaron estadisticamente significativas (p=0,165).
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De los resultados de la expresion de MMP-1 en los diferentes grupos de la muestra,
observamos que su expresion se reduce en todos los grupos con y sin implante de LIE.
Estos hallazgos concuerdan con la ausencia de casos de lisis estromal, melting o
perforacion de los diferentes grupos del estudio. Por otro lado, el empleo de
dexametasona, tanto topica como liberada a partir de microesferas de PLGA-dexametasona
encapsuladas en el PEGDA, ha mostrado la inhibicion de la expresién de MMP-1 en cérneas
con LIE en 2,7 y 7,3 folds en los grupos 4 y 5, respectivamente, a pesar de que las
diferencias respecto del grupo 3 no han resultado estadisticamente significativas. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Fiton tras implantes intracorneales en corneas
de conejo que halld una reduccién de la expresion de MMP-1 tras tratamiento con
medroxiprogesterona, o Lu que observd una reduccion dosis dependiente de la sintesis de
MMP-1 tras exponer fibroblastos de conejos en cultivos tridimensionales a dosis
decrecientes de dexametasona.?®>2°* A pesar de ello, la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en la expresiéon de MMP-1 en el grupo no tratado con
dexametasona (grupo 3) indica que la inhibiciéon de la MMP-1 por la dexametasona no ha
resultado ser un marcador Util para evaluar la actividad anticolagenolitica de Ila

dexametasona en nuestra muestra.

4.6.2. COLAGENO-1A

El colageno tipo 1 es, junto con el colageno 5, el principal coldgeno del estroma corneal.!®
Su sintesis (en equilibrio con la colagenolisis descrita previamente) resulta fundamental en
los procesos de reparacién tisular corneal. La expresion de colageno-1A se midié para
evaluar la funcionalidad de los queratcitos tras la cirugia de diseccion estromal manual y
tras el implante de una LIE de PEGDA.

La expresion del colageno-1A aumentd en todos los grupos de nuestra muestra salvo en el
grupo 5 en el que su expresion se redujo. La amplitud del incremento de la expresién varié
entre 1,6 folds de media en el grupo 2 y 7,7 folds de media en el grupo 3, con diferencias
que resultaron estadisticamente significativas entre los cuatro grupos (p=0,01). La
expresion de colageno-1A en el grupo 5 presentd gran disparidad entre sus casos, lo cual,
anadido a la escasa n y a la discordancia entre la inhibicién de su expresiony los hallazgos
clinicos observados, hace que estos resultados deban interpretarse con cautela. El aumento
de la expresion del colageno-1A en los grupos 2 a 4 fue inversamente proporcional a la
expresiéon de MMP-1 que se empled como marcador de colagenolisis en esos mismos
grupos e indicaria una respuesta funcional normal de los queratocitos tras la cirugia en

estos grupos.
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4.6.3. QUERATOCAN

Los proteoglicanos (PG) del estroma corneal son moléculas complejas, responsables del
caracter hidrofilico de la cdérnea, esencial para su transparencia.?®® La composicion de
proteoglicanos de la cornea difiere de la de otros tejidos conectivos siendo el queratan
sulfato el mas abundante de ellos. El queratocan, una de las tres principales proteinas
centrales (Core proteins) que constituyen el queratdn sulfato, se expresa
caracteristicamente en la cdrnea’? y parece tener un papel importante tanto en el

desarrollo como en el mantenimiento de la transparencia corneal. 244297

Ante un trauma corneal, los queratocitos danados esta agresion mueren por
apoptosis.2?82% Algunos de los queratocitos viables en la vecindad son activados para
proliferar2?®:3% pero producen relativamente poca MEC.301,302,303 Esta MEC contiene lumican
y queratocan fotmando cadenas de queratan sulfato a bajos niveles.3%® Posteriormente, las
células observadas en las fases iniciales de los procesos de cicatrizacion podrian ser
miofibroblastos hipercelulares que pueden convertirse en: 1) miofibroblastos productores
de gran cantidad de colageno pero de escasa cantidad de queratan sulfato, dando lugar a
una MEC desordenada y opaca, o 2) fibroblastos de la herida que, al igual que los
queratocitos, producen altos niveles de colageno, lumican y queratocan y dan lugar a una

MEC ordenada que restaura la transparencia corneal. 244:303,304,305

La expresion del queratocan se redujo en todos los grupos de nuestra muestra. Esta
reduccion de la expresion varié entre 1,8 folds de media en el grupo 3 y 12 folds de media
en el grupo 5, con diferencias que no resultaron estadisticamente significativas entre
grupos (p=0,46). Al analizar el efecto de la dexametasona en la expresién de queratocan
en los diferentes grupos con LIE, observamos que la infra-expresion del queratocan fue
mayor en los grupos tratados con corticoides (grupos 4 y 5) que en el grupo sin corticoides
(grupo 3) a pesar de que estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas
(p=0,441).

Globalmente observamos que la expresion de queratocan se redujo como consecuencia de
la intervencion y del implante de una LIE y que la dexametasona, tanto tdpica como
liberada a partir de microesferas de PLGA-dexametasona, inhibieron su expresion en
cérneas con LIE. De los resultados de la expresion de queratocan en los diferentes grupos
y basandonos en los resultados de transparencia corneal observados biomicroscopicamente
y por MCIV, podriamos concluir que la expresidon de queratocan no ha resultado ser un

parametro Util para valorar el grado de transparencia de la cdrnea en nuestra muestra,
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debido a la mayor inhibicién de su expresidon en los grupos 4 y 5 que mostraron mayor

transparencia biomicroscopica.

4.6.4. ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS de RT-qPCR

1. Se ha observado una inhibicion de la expresidon de MMP-1 en los grupos tratados con
dexametasona, tanto topica como encapsulada en microesferas de PLGA. La diferencia en
la amplitud de la inhibicién de su expresion en los diferentes grupos no ha mostrado
diferencias estadisticamente significativas.

2. La expresion de col-1A aumentd en los grupos 2 a 4 como consecuencia del proceso
quirargico y del implante de una LIE.

3. La inhibicion de la expresion de MMP-1 en los grupos 2 a 4 fue inversamente
proporcional a la expresion de colageno-1A.

4. La expresion de queratocan se redujo en todos los grupos como consecuencia de la
cirugia y del implante de la LIE sin que observaramos diferencias estadistiamente
significativas en la magnitud de la expresion de éste entre los diferentes grupos.

5. La expresidén de queratocan no ha mostrado una buena correlacion con los hallazgos

clinicos para su empleo como marcador de la transparencia corneal en nuestra muestra.
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CONCLUSION GENERAL

Los hallazgos clinico-biomicroscdpicos, paquimétricos y por microscopia confocal in vivo
(MCIV), asi como los resultados histoldgicos y de expresion de proteinas de matriz
extracelular mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-
gPCR) de los especimenes corneales obtenidos tras el sacrificio han mostrado una buena
biocompatibilidad de los implantes de polietilenglicol diacrilato (PEGDA) para su empleo

como implante intraestromal corneal.

1. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1. Se han podido fabricar implantes de polietilenglicol diacrilato (PEGDA) validos para
su uso como implante intraestromal corneal. Los implantes han mantenido las
caracteristicas estructurales y de transparencia tras la implantacion y a lo largo del
seguimiento del estudio.

2. La técnica quirdrgica de diseccion estromal manual en la cérnea de conejo ha
demostrado ser valida y reproducible para la implantacion de lentes intraestromales
de las caracteristicas empleadas en este estudio.

3. Los hallazgos biomicroscdpicos han mostrado una buena biocompatibilidad de los
implantes intraestromales de PEGDA con una baja incidencia de complicaciones y
ausencia de melting corneal, lisis estromal y extrusién de los implantes en el
modelo experimental de conejo /n vivo.

4. La microscopia confocal /n vivo (MCIV) nos ha permitido el estudio de las corneas
/n vivo a nivel celular, mostrando una ausencia de cambios en la densidad de los
queratocitos y de las células endoteliales secundaria a la diseccion estromal o a la
implantacion de lentes de PEGDA. Igualmente, nos ha permitido estudiar los
cambios inducidos en el estroma corneal, asi como las caracteristicas morfoldgicas
y la intensidad de la reflectividad de la interfase.

5. El empleo de dexametasona tdpica o mediante liberacién por microesferas de
PLGA-dexametasona ha demostrado ser efectivo en el control de la inflamacion
corneal, tal y como se ha observado en los hallazgos biomicroscdpicos,
paquimétricos e histoldgicos, con ausencia de inflamacion significativa en los
grupos tratados con dexametasona (4 y 5). El andlisis de la expresion de
metaloproteasa de matriz de tipo 1 (MMP-1) por RT-gPCR revela que la
dexametasona no ha demostrado diferencias estadisticamente significativas en la

inhibicidn de su expresion en nuestra muestra.
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6. El analisis histolégico de los especimenes corneales obtenidos tras el sacrificio nos
ha permitido establecer una correlacion clinico-histoldgica e histoldgico-MCIV de los
hallazgos, proporcionando un mayor entendimiento de las observaciones clinicas y
la confirmacion histoldgica de los cambios observados por MCIV.

7. El andlisis de la expresion por RT-gPCR de la expresion de colageno 1A (col-1A),
metaloproteasa de matriz-1 (MMP-1) y queratocan ha mostrado una mayor
expresion de col-1A y una infraexpresion de la MMP-1 que se correlaciona con los
hallazgos clinicos. Los resultados de la expresion de queratocan no han sido
concluyentes y no han resultado ser validos para su empleo como marcador de la

transparencia en la muestra analizada.
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