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Resumen de la tesis

RESUMEN DE LA TESIS

La ortoqueratologia (OK) es un método para la reduccion o eliminacion temporal de
los errores refractivos, que consiste en el empleo de lentes de contacto (LC) rigidas
permeables a los gases (RGP) para moldear la zona central de la superficie corneal.
Sus efectos en la topografia corneal, la agudeza visual, sensibilidad al contraste,
calidad optica del ojo y propiedades biomecéanicas se han investigado ampliamente,
pero solo unos pocos estudios han examinado estos efectos en la morfologia de la
cérnea humana. Al respecto, se han reportado cambios en la densidad celular y en el
espesor del epitelio corneal, asi como en el espesor del plexo nervioso que subyace
bajo el epitelio y en el espesor de la membrana de Bowman. La irreversibilidad de los
efectos producidos en el espesor del plexo nervioso sub-basal (PNSB) dio lugar a un
estudio mas profundo del mismo. Sin embargo, alin no se conocian todos los efectos a

nivel del mismo.

El origen de esta tesis surgid de la necesidad de un estudio prospectivo que
analizase cuantitativamente los cambios producidos en los diferentes estratos del
epitelio corneal que, segun la bibliografia actual, eran susceptibles de necesitar mas
investigacion. Concretamente en el PNSB, donde se estudiaron los efectos de las
lentes de OK en su morfologia y en la densidad de las células de Langerhans, asi
como la posible relacion de dichos efectos con una alteracion sensorial. Por tanto, el
objetivo principal de esta tesis fue cuantificar los cambios producidos en el epitelio
corneal por un tratamiento de OK a largo plazo y la reversibilidad de los mismos tras el

cese de las LC.

La investigacion se dividié en dos estudios diferentes. El Estudio 1, o principal, fue
disefiado de forma prospectiva y longitudinal. El Estudio 2 consisti6 en un disefio
retrospectivo y transversal. Ambos estudios fueron realizados en un Unico centro y
fueron aprobados por el Comité Etico del Hospital Carlos Il (Madrid, Espafia).

Asimismo, siguié los principios de la Declaracion de Helsinki.

El Estudio 1 se disefié para tener una duracion de 13 meses, con el objetivo de
evaluar los cambios generados por las lentes de OK a corto y largo plazo y su posible
recuperacion. Para este estudio la muestra final fue de 71 sujetos con edades
comprendidas entre 18 y 30 afios y una distribucion homogénea respecto al género
(p>0.05, de x°). Dichos sujetos fueron aleatoriamente incluidos en 3 grupos diferentes:

a) Grupo control, compuesto de 15 sujetos usuarios de gafas (60% hombres y 40%

13




Resumen de la tesis

mujeres), que nunca habian llevado LC RGP, y con una media de edad de (25,6 + 3,3)
afios. b) Grupo CRT, compuesto de 35 sujetos (46% hombres y 54% mujeres), que
fueron adaptados con lentes de OK Paragon CRT®, con una media de edad de (23,9 +
3,7) anos. c) Grupo SF, compuesto de 21 sujetos (42% hombres y 58%mujeres), que
fueron adaptados con lentes de OK Seefree®, con una media de edad de (25,8 £ 4,1)

afnos.

El Estudio 2 se disefié para verificar si los posibles cambios inducidos por el
tratamiento de OK aumentaban, disminuian o se mantenian estables con més tiempo
de uso de las LC (3 afios). Para ello, se compararon las medidas de la visita de 1 afio
de los sujetos de OK de la fase principal con un grupo de 20 sujetos que llevaban mas
de 3 afos con dicho tratamiento y que cumplian los mismos criterios de inclusion que

los sujetos del Estudio 1.

Los sujetos del Estudio 1 fueron examinados en 4 visitas separadas, antes de
comenzar el tratamiento, al mes y al afio de comenzar el tratamiento y 1 mes después
de acabar el primer afio de tratamiento. Los sujetos del Estudio 2 fueron evaluados
una sola vez, haciendo coincidir su visita con la revision habitual contactol6gica de 6
meses. En cada visita, ademas de los examenes preliminares (AV y examen con
lampara de hendidura), un clinico experimentado llevé a cabo dos exdmenes entre 2
y 4 horas después de la retirada de LC: la sensibilidad corneal mediante el uso de un
estesiometro Cochet-Bonnet y la morfologia del PNSB con el uso del microscopio

confocal laser Heidelberg Retina Tomograph Il y del médulo corneal Rostock.

En la presente investigacion se llevaron a cabo un total de 992 videos en la cérnea de
87 sujetos con el microscopio confocal. De las 39680 imagenes obtenidas de dichos
videos, se evaluaron un total de 20832 pertenecientes al epitelio corneal, al PNSB y la
membrana de Bowman. El andlisis de dichas imagenes fue llevado a cabo por un
Unico y experimentado profesional usando 3 tipos diferentes de software, (ImageJ,
NeuronJ y Matlab) ademas del propio software del microscopio. Cada uno de estos 4
programas se uso para evaluar diferentes parametros del epitelio corneal. El software
del microscopio confocal se utiliz6 para analizar los espesores corneales. ImageJ se
us6 para calcular la densidad de células epiteliales y evaluar los cambios morfoldgicos
en algunos de los parametros del plexo nervioso, como la reflectividad global y local,
anchura y orientacién de los nervios y niumero de células de Langerhans. NeuronJ se
us6é para medir la reflectividad nerviosa, el nimero y longitud de los nervios y la

densidad nerviosa y finalmente Matlab se destiné a calcular la tortuosidad nerviosa.
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Del andlisis de los resultados se observé que: 1) La OK disminuyo6 la sensibilidad

corneal central a corto plazo (pcrr=0.04), y se estabiliz6 entre el mes y el afio de
tratamiento, recuperandose un mes después de retirar las LC (pcrr=0.04, ps=0.03).

2) Se produjo una redistribucion de los espesores corneales. El espesor del epitelio

celular disminuyé en cérnea central (pcrr=0.04) y aument6 en coOrnea periférica
(Pcrr=0.008 y pse=0.05) tras 1 mes de uso de las lentes de OK; estas variaciones se
mantuvieron durante todo el tratamiento en el centro (pcrr=0.03 y pse=0.01) y periferia
(Pcrr=0.02 y pse=0.01) de la cérnea, y estan asociados a un aumento de los
espesores del PNSB (pcrr=0.05) y de la membrana de Bowman (pcrr=0.002) en
cbrnea periférica tras 1 afio de OK. Todos los cambios en los espesores de los
estratos corneales evaluados se recuperaron tras la interrupcion del tratamiento

ortoqueratolégico. 3) La OK produjo una redistribucion de la densidad celular del

epitelio. Por un lado la densidad de células superficiales aumento tras 1 mes de uso de
las LC en cérnea central (pcrr=0.04) y periférica (pcrr=0.03) y se mantuvo asi hasta el
afio de tratamiento (pcrr=0.02 y pcrr=0.01, respectivamente). Por otro lado, la
densidad de células intermedias aumenté en cérnea central (psg=0.001) al afio de
tratamiento. El aumento de la densidad de células intermedias en cornea periférica
empezo a notarse tras un mes de uso de las LC (pcrr=0.03), y se mantuvo con valores
aumentados al afio de tratamiento (pcrr=0.002). Adicionalmente, la densidad de
células basales disminuyd a corto plazo en cérnea central (pcrr=0.03) y periférica
(pcrr=0.02), y se mantuvo disminuida hasta 1 afio de tratamiento en cérnea central
(PcrT<0.001 y pse=0.04) y periférica (pcrr<0.001 y pse=0.05). Todos los efectos
causados en la distribucion de la densidad celular en las diferentes capas epiteliales

revirtieron tras el cese de las LC. 4) La densidad nerviosa del PNSB disminuyd en

cornea central (pcrr=0.03, pse<0.01) y periférica (pcrr=0.02, pse=0.05) tras un afio de

tratamiento. Del mismo modo, la tortuosidad nerviosa central (pcrr=0.05, pse=0.008)

evaluada objetivamente se redujo tras un afio de uso de las lentes de OK. Tanto la
densidad nerviosa central (pcrr=0.04, pse=0.01) y periférica (pcrr=0.001, pse=0.01),
como la tortuosidad periférica (pcrr=0.05, pse=0.049) continuaron disminuidas tras la
finalizacion del tratamiento de OK. Los cambios producidos en ambas variables se
correlacionaron de forma inversamente lineal tanto en cérnea central (p<0.01; r=0.69)
como en coérnea periférica (p<0.01; r=0.76). 5) Con el uso de las lentes de

ortoqueratologia el estado inmune corneal se agudiza rapidamente, dado el aumento

de la densidad de células de Langerhans al mes de tratamiento tanto en cérnea central
(p=0.04), como en coérnea periférica (p=0.05). No obstante, dicho cambio se termina

estabilizando a lo largo del tratamiento y la cornea recupera su estado inmune normal
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tras la retirada de lentes. 6) La disminucion periférica encontrada en el espesor del
PNSB correlacioné con la disminucion periférica de la densidad nerviosa de forma

lineal e inversa (p=0.03; r=-0.44).

La amplia muestra considerada en la presente investigacion proporciona evidencia
suficiente de que el uso de las lentes de OK altera varios parametros corneales de

forma cuantitativa. La mayoria de dichos parametros recuperaron sus valores

normales, sin embargo, algunos como la densidad nerviosa y la tortuosidad objetiva no
volvieron a sus valores preliminares al retirar las LC durante un mes. Los cambios
encontrados en las diferentes variables morfologicas, biométricas y reflectivas del
epitelio corneal y de la membrana de Bowman permanecieron estables entre 1 y 3
afios de tratamiento ortoqueratolégico, es decir, que no se agudizaron con mayor
tiempo de uso. Ademas, los dos disefios geométricos de las lentes de OK evaluadas
en la presente investigacion (Paragon CRT® y Seefree®) se comportan de manera

similar e inducen los mismos efectos en la cornea.
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SUMMARY

Overnight orthokeratology (OK) is a technique used for the temporary reduction of the
refractive error, that consists in the use of rigid gas permeable (RPG) contact lenses
(LC) to mold the central cornea. Its effects on corneal topography, visual acuity,
contrast sensitivity, optical quality of the eye, and biomechanical properties have been
widely investigated, though only a few studies have examined the histological effects
of this technique on the morphology of the human cornea. Within these studies,
changes have been reported changes in the cell density and thicknesses of the corneal
epithelium, sub-basal nerve plexus (SBNP) and Bowman's layer. The irreversible
thinning of the Bowman layer and SBNP prompted further study of these layers.

However, little is still known about this subject.

The origin of this thesis arose from the need for a prospective study that
gquantitatively analyzed the changes produced in the different strata of the corneal
epithelium that, according to the current literature, were likely to require further study.
Specifically in the SBNP, where the effects of the OK lenses on its morphology and on
the Langerhans cell density were studied, as well as the possible correlation of these
effects to a sensorial alteration. Therefore, the main objective of this thesis was to
quantify the changes produced in the corneal epithelium due to OK treatment in a long-

term period and their reversibility after lens cessation.

This research was divided into two different studies. Study 1, or the main study, was
designed prospectively and longitudinally. Study 2 was designed retrospectively and
transversally. Both studies were single-center and were approved by the Ethics
Committee of the Hospital Carlos 11l (Madrid, Spain). Moreover, it followed the tenets of

the Declaration of Helsinki.

Study 1 lasted 13 months and the objective was to evaluate the changes made by the
OK lenses in the short and long-term period and their possible recovery. The final
sample for this study was comprised of 71 subjects of 18-30 years old and an
homogeneous distribution in terms of gender (p>0.05, x%. These subjects were
randomly assigned to 3 different groups: a) Control group, comprised of 15 subjects
who wore glasses (60% male and 40% female) and had never worn RPG lenses, of
mean age (25,6 = 3,3) years. b) CRT group, comprised of 35 subjects (46% male and
54% female), that were fitted with Paragon CRT® OK lenses, of mean age (23,9 + 3,7)
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years. ¢) SF group comprised of 21 subjects (42% male and 58% female), that were

fitted with Seefree® OK lenses, of mean age (25,8 + 4,1) years .

Study 2 was designed to verify if the possible changes induced by OK worsen,
normalize or remain steady in a longer term of use (3 years). To do this, the
measurements obtained at the 1-year visit of the main study were compared with 20
subjects that had been wearing OK lenses for more than 3 years consecutively and

were matched by the same inclusion criteria than the subjects from Study 1.

Subjects from Study 1 were examined in 4 separate visits, at baseline, at 1 and 12
months after starting the treatment and 1 month post-OK. Subjects from Study 2 were
examined only once, matching this visit with their usual lens revision (every 6 months).
In each visit, 2 tests were performed by a single experienced clinician between 2 and
4h after removing the lenses: corneal sensitivity using a Cochet-Bonnet esthesiometer
and corneal morphology using the corneal module Rostock Corneal Module of the

Heidelberg Retina Tomograph Il.

In this research, a total of 992 videos were performed on the cornea of 87 healthy
subjects with the use of the confocal microscope. From the 39680 images obtained, a
total of 20832 belonging to the corneal epithelium, SBNP and Bowman’'s layer were
evaluated. The analysis of these images was carried out by a single experienced
examiner using 3 different software packages, apart from the microscope’s software:
ImageJ, NeuronJ and Matlab. The 4 programs were used to objectively assess all
possible SBNP parameters: the microscope’s software was used to evaluate the
changes made in the corneal thicknesses. ImageJ was used to calculate the epithelial
cell densities, and to evaluate the changes made in some of the parameters of the
SBNP morphology, like the total and local reflectivity, nerve width and nerve
orientation, and Langerhans cells density; NeuronJ was used to measure the number
of nerves, nerve reflectivity, length nerve and nerve density; and MatLab was used to

calculate nerve tortuosity.

From the results analysis it was observed that: 1) Corneal sensitivity decreased in the
short-term period (pcrr=0.04), become steady from 1 month to 1 year of OK treatment
and recovered the baseline values after lens cessation (pcrr=0.04, ps=0.03). 2) There

was a redistribution of the corneal thicknesses. Cellular epithelium decreased in the

central cornea (pcrr=0.04) and increased in the mid-peripheral cornea (pcrr=0.008 y
pse=0.05) after 1 month of OK lens wearing. These changes remained steady over the

1-year treatment in the central (pcrr=0.03 y pse=0.01) and mid-peripheral (pcrr=0.02 y
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pse=0.01) cornea and they were associated to a rise of the SBNP (pcrr=0.05) and
Bowman’s layer (pcrr=0.002) thicknesses in the mid-periphery after 1 year ok OK.
Every change produced in the corneal thicknesses was recovered 1 month after

removing the lenses. 3) OK produced a redistribution in the epithelial cell density. On

one hand, superficial cells density increased after 1 month of OK lens wear in central
(Pcrr=0.04) and mid-peripheral (pcrr=0.03) cornea and remained in that way until the
1-year visit (pcrr=0.02 y pcrr=0.01, respectively). On the other hand, wing cell density
increased in the central cornea after 1 year of treatment (psg=0.001). This change was
noted firstly at the 1-month visit in the mid-peripheral cornea (pcgrr=0.03), and
remained increased at the 1-year visit (pcrr=0.002). Moreover, basal cell density
decreased in the short-term period in the central (pcrr=0.03) and mid-peripheral
(pcrr=0.02) cornea and remained decreased after 1 year of OK treatment in the central
(PcrT<0.001 y pse=0.04) and mid-peripheral (pcrr<0.001 y pse=0.05) cornea. Every
effect produced in the cell density of the epithelium was recovered after lens cessation.

4) SBNP nerve density decreased in the central (pcrr=0.03, pse<0.01) and mid-

peripheral (pcrr=0.02, pse=0.05) cornea after 1 year of OK treatment.

Likewise, objective nerve tortuosity decreased after 1 year of OK treatment in the mid-

periphery (pcrr=0.05, psr=0.008). Both, SBNP nerve density, in the central (pcrr=0.04,
psr=0.01) and mid-peripheral (pcrr=0.001, psr=0.01) cornea, and objective nerve
tortuosity in the mid-peripheral cornea (pcrr=0.05, pse=0.049) did not recovered their
baseline values. Long term OK treatment led to reduced SBNP nerve density and this
was directly correlated with corneal tortuosity in the central (p<0.01; r=0.69) and mid-

peripheral (p<0.01; r=0.76) cornea. 5) OK exacerbated the corneal immune _status,

given the rise in the Langerhans cell density in the central (p=0.04) and mid-peripheral
(p=0.05) cornea after 1 month of OK wearing. However, this effect stabilized
throughout the treatment and the cornea recovered its normal immune status after 1
month of lens cessation. 6) The reduction found in the mid-peripheral SBNP thickness
correlated with the reduction found in the mid-peripheral nerve density (p=0.03; r= -
0.44). The large sample considered here provides evidence that overnight OK lens
wear alters quantitatively some parameters observed in healthy eyes. Most of the

parameters measured in this research recovered their baseline values, though some of

them, like nerve density and objective tortuosity, did not recovered after 1 month of
lens cessation. The effects found in the morphological, biometrics and reflective
variables of the corneal epithelium and Bowman’s layer remained steady between 1

and 3 years of OK treatment, which means that these effects did not worsen in the long
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term. Moreover, both OK lens designs evaluated here (Paragon CRT® and Seefree®)

showed the same behavior and induced the same effects in the cornea.
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Estructura de la tesis

ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis estd configurada en 7 capitulos (justificacion, introduccion, metodologia,

resultados y discusion, conclusiones, referencias y anexos).

El primer capitulo es la justificacion del estudio y se basa en el fundamento tedrico a
partir de una revision bibliogréfica que analiza los cambios epiteliales secundarios a
las lentes de contacto. En este capitulo ademas, se incluyen los objetivos de esta

investigacion y la hipotesis de trabajo.

El segundo capitulo es la introduccién del estudio y consta de 4 apartados. Se inicia el
capitulo con una revisién de la morfologia corneal y se continla con el sistema
sensorial de la misma. Posteriormente se revisan los métodos de evaluacion de la
morfologia y la sensibilidad corneal, haciendo especial enfasis en los que se han
utilizado en el estudio. Termina el capitulo con el analisis de los métodos de
compensacion o6ptica, profundizando en la ortoqueratologia nocturna, por ser el factor

causante de los posibles cambios que se analizaran en el estudio.

Los capitulos 3 (metodologia), 4 (resultados y discusién) y 5 (conclusiones) siguen el
formato habitual requerido para estas secciones: disefio del estudio, materiales,
montaje experimental, analisis estadistico, presentacion de los resultados y discusion

de los mismos y conclusiones.

Finaliza el documento con los capitulos 6 y 7 donde se recogen las referencias

bibliogréficas y los anexos citados a lo largo del estudio.
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1.1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En el 2010 se estimd que la miopia afecta a 108 millones de personas y es la segunda
causa de ceguera mundial'. Su prevalencia se esta disparando especialmente en
Asia?, pero también en Europa® y Norteamérica®. Recientemente se ha llevado a cabo
un estudio donde se estima la progresion de la miopia alrededor del mundo, en base a
los datos reportados hasta la fecha. Holden et al® informaron de que en 2050 el 50%
de la poblacion mundial tendra miopia, siendo un 10% miopias altas. Esto supone un
aumento del 22% respecto a los datos de prevalencia del afio 2000. Es importante
mencionar que los valores miopicos elevados (por encima de -6.00D) estan asociados
a un mayor riesgo de desprendimiento de retina regmatdgeno, glaucoma, catarata y
degeneracion macular®, que son las principales causas de ceguera. Esta es la principal
razén por la que durante décadas se han estudiado tratamientos efectivos para el

control de la miopia.

Hasta ahora las soluciones que se han propuesto incluyen: 1) Tratamientos
farmacologicos, que a pesar de los resultados prometedores en la progresién midpica
se ha documentado un amplio abanico de efectos secundarios asociados a ellos’®. 2)
Terapias alternativas, como la acupuntura, cuyos datos obtenidos fueron poco
concluyentes en la progresion de la miopia®. 3) Tratamientos éptico-optométricos, que

han resultado efectivos como la terapia visual'®**

en el caso de la pseudomiopia
(miopia progresiva debido al estrés acomodativo), pero clinicamente no significativos
en la disminucion de la miopia con lentes progresivas'’. 4) Tratamientos
contactolégicos. En esta dltima categoria, por un lado estdn las LC blandas, cuya

efectividad en la progresion miépica es nula con LC monofocales'®**

y sigue siendo un
tema de discusion actual en el caso del desenfoque periférico producido en retina por
las LC progresivas™*. Por otro lado, las LC rigidas permeables a los gases (RGP)
también se han usado para combatir la progresién de la miopia mediante el
aplanamiento o moldeo de la cérnea. Esta técnica es conocida como ortoqueratologia

(OK).

Durante afos, las técnicas de OK utilizaban las medidas queratométricas y la
experiencia clinica para determinar el aplanamiento corneal. En la década de los 90,
con el origen del topografo corneal y los nuevos materiales de LC RGPY, la OK
comenzo6 a ser una opcion de tratamiento mas viable para la correccion de errores

refractivos. Actualmente, la técnica de OK es una técnica muy depurada y eficaz en la
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ralentizacion de la progresion miopica y la elongacion axial, ya que se han reportado

1822 Habitualmente, los métodos

valores de reduccion de entre 80.5% y 93.5%
terapéuticos se evallan en animales en las fases iniciales de una investigacion. Es
decir, los estudios comienzan con el conocimiento de los factores biol6gicos
implicados para conseguir un determinado efecto y posteriormente, ser aplicados en
humanos. En el caso de los estudios llevados a cabo en personas, como en las LC,
ocurre lo contrario. En la OK primero se han constatado los resultados de eficacia,
predictibilidad y seguridad de la técnica?® mediante la valoracion de los efectos
adversos durante el tratamiento y el estudio de la reversibilidad de los cambios
refractivos y topogréficos. Posteriormente, a medida que la tecnologia ha ido
aportando nuevas herramientas, tales como el microscopio confocal y la tomografia de
coherencia 6ptica, se han llegado a las causas y mecanismos histol6gicos que
justifican tales cambios. Hasta la fecha, se han estudiado ampliamente los efectos de

la OK en la topografia corneal®, la agudeza visual®*?®, en la sensibilidad al

25,26 26,27

contraste en la calidad 6ptica del 0jo®®%’, en la visién binocular®®, en la dispersion

en los medios oculares®, en el segmento anterior®, en las propiedades biomecéanicas

30,31

del ojo y en las aberraciones oculares secundarias a dicho tratamiento®. Sin

embargo, sélo unos pocos estudios han examinado los efectos de la OK en la

morfologia de la cérnea humana. Nieto-Bona et al*®

realizaron un amplio estudio de la
morfologia en cérneas sanas con tratamiento de OK, mediante microscopia confocal in
vivo. Comprobaron que en periodos de tiempo corto existen cambios en la densidad
celular, particularmente del epitelio corneal. Ademas, en su trabajo refieren que la OK
mejora la agudeza visual de alto y bajo contraste mediante una disminucion del error
refractivo midpico, que a su vez se correlaciona bien con un aplanamiento de los
meridianos topogréficos. Asimismo observaron una disminucion del espesor del
epitelio central y un engrosamiento del mismo en la periferia de la cornea, que
coincidié con la zona de porte de la LC de OK. El grupo asume que tanto esa
remodelacion topografica como los cambios epiteliales pueden deberse a una
redistribucion de los tejidos corneales y de los fluidos en respuesta a la presion
mecanica ejercida por las lentes de OK. Esta redistribucién también vendria apoyada
por el descubrimiento del patrén concéntrico de lineas fibrilares reportado por Cheung
et al en un caso de OK**. Los cambios reportados a corto plazo por Nieto-Bona et al
también se produjeron en una muestra similar de pacientes estudiada a largo plazo®.
Ademas ambos estudios mostraron cambios anatémicos a nivel de las diferentes
capas corneales, particularmente en la membrana de Bowman y el plexo nervioso. El

mismo grupo de investigacion estudié la reversion de estos cambios un 1 mes
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después de la interrupcion del tratamiento, concluyendo que el espesor de la
membrana de Bowman y del plexo nervioso no recuperan su espesor preliminar y
continan disminuidos incluso después de haber finalizado todo el efecto del
tratamiento de OK. Estos hallazgos dieron lugar al estudio en profundidad del plexo
nervioso sub-basal en usuarios de OK. Lum et al*® realizaron un mapeado del plexo
nervioso sub-basal en dos pacientes de OK y lo compararon con un usuario de gafas.
En los usuarios de OK, el patron en espiral de fibras nerviosas reportado por Patel y
McGhee®” desaparecié para dar paso a una reestructuracion de las fibras, provocando
una ligera despoblacién en cérnea central y una acumulacién de fibras curvilineas en
su periferia. Sin embargo, los autores no estudiaron la reversibilidad de los cambios en

el patrén de distribucion de las fibras nerviosas tras el cese de las LC.

La redistribucion de las fibras nerviosas se ha relacionado con los niveles aumentados
de moléculas pro-inflamatorias®. Por tanto, y teniendo en cuenta que la inflamacion

debido al uso de LC induce la migracion de las células de Langerhans®,

es
razonable pensar que la densidad de células de Langerhans variara con el uso de las

LC de OK junto con un déficit en la funcidn nerviosa corneal.

|4l

Ademas, Hiraoka et al™ informaron que las LC de OK comprometen la funcién

nerviosa corneal. Varios autores han correlacionado la arquitectura del plexo nervioso

|42—46 |47

sub-basal (PNSB) con la sensibilidad cornea Patel et al”® correlacionaron la
densidad de dicha estructura con la tortuosidad nerviosa y la sensibilidad corneal en
una amplia poblacion de usuarios que nunca habian usado LC. Recientemente, Lum et
al han reportado una reduccion de la sensibilidad corneal y la densidad nerviosa a
corto® y medio® plazo de uso de OK. Sin embargo, los autores no han encontrado

correlacion entre ambos.

En la tabla 1.1 se ha compilado una seleccién de articulos relacionados con el objetivo
de esta tesis. De los 12 estudios listados, 5 son transversales y el resto prospectivos.

33,35,48

De los cuales sélo 3, que han sido citados anteriormente , se han realizado en

pacientes de OK.

El origen de esta tesis surge de la necesidad de un estudio prospectivo que analice
cuantitativamente los cambios producidos en los diferentes estratos del epitelio corneal
que, segun la bibliografia antes mencionada, son susceptibles de necesitar mas

investigacion. Concretamente, la densidad de células de Langerhans y la morfologia
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del plexo nervioso sub-basal y su posible correlacion con la sensibilidad corneal en

una amplia poblacion de usuarios de LC de OK a largo plazo y su recuperacion.

Tabla 1.1. Estudios relevantes relacionados con el objetivo de la tesis.

1°" autor / afio n D Evaluacién M  Tratamiento Tiempo Tec
Oliveira-Soto, 2001 14 P Ep, Es N C 1lh MC
Grupcheva, 2002 50 T P N C - H
Kallinikos, 2004 20 P Ep N LCH 2-72h MC
Patel, 2005 3 P P N C 1h MC
Zhivov, 2007 130 T Ep C LC/C - MC
Patel, 2009 60 T Ep, P, B N C - MC
He, 2010 14 P Ep, P, Es N C 25-47h H
Nieto-Bona, 2011a 37 P Ep, Es, En N/C OK/C Im MC
Nieto-Bona, 2011b 15 P Ep,Es,En N/C OK 13m MC
Lum, 2012 3 T P N OK/LCH/C - MC
Lum, 2016a 54 T P N OK - MC
Lum, 2016b 16 P P N OK/RGP/C 3m MC

n ndmero de sujetos, D disefio del estudio (R retrospectivo, P prospectivo y T transversal), Evaluacion de

las estructuras corneales (Ep epitelio, P plexo, Es estroma, B Bowman, En Endotelio), M evaluacion de la

morfologia (C celular y N nerviosa), Tratamiento evaluado en el estudio (C control, LC lentes de contacto,

H hidrofilicas, RGP rigidas permeables al gas y OK ortoqueratologia), Tiempo o duracion del tratamiento

(h horas, d dias y m meses), Tec tecnologia de evaluacién en el estudio (MC microscopia confocal y H

histologia).
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Objetivos e hipotesis

1.2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

1.2.1. Objetivo principal

El objetivo principal de esta tesis es cuantificar los cambios producidos en el epitelio

corneal por un tratamiento de OK a largo plazo y la reversibilidad de los mismos.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Cuantificar la sensibilidad corneal central y medio-periférica.

2. Evaluar los cambios producidos por la OK en el espesor del epitelio, del plexo

nervioso y de la membrana de Bowman en cornea central y medio-periférica.

3. Caracterizar los efectos de la OK en la morfologia de la capa de células del epitelio

corneal central y medio-periférico

4. Caracterizar los efectos de la OK en la morfologia de la capa del plexo nervioso

central y medio-periférico.

5. Correlacionar los cambios de la morfologia del epitelio corneal con la sensibilidad

corneal en centro y medio-periferia.

6. Comprobar todos los objetivos anteriores en dos disefios de LC de OK para

confirmar si producen efectos similares en la cérnea humana.

Adicionalmente se hara una comparacion de los resultados obtenidos en los sujetos
de OK con un grupo de sujetos control con el fin de evidenciar las posibles diferencias

entre ellos.

Del mismo modo, se estudiaran los objetivos anteriores a corto plazo de uso de las LC
(1 mes), a largo plazo (1 afio) asi como la reversibilidad de los posibles cambios tras la

interrupcion del tratamiento durante un mes (13 meses).
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1.2.3. Hipoétesis

Objetivos e hipotesis

La OK induce cambios anatomicos y morfolégicos a nivel del plexo nervioso sub-basal

gue van acompafados de una alteracion sensorial.
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INTRODUCCION

El ojo es el elemento fundamental de la vision junto con el cerebro. Para que la vision
se produzca, la luz ha de atravesar la cornea, la pupila, el cristalino y alcanzar la retina
donde las sefiales son posteriormente enviadas al cerebro para ser procesadas. El
contenido de la presente memoria se enfoca en la cornea, particularmente en el
estudio de los posibles cambios en su epitelio y en el plexo nervioso sub-basal (PNSB)

inducidos por OK nocturna, asi como su relacion con la sensibilidad corneal.

A lo largo de este capitulo se exponen en primer lugar los diferentes componentes de
la morfologia corneal, para, seguidamente, pasar a definirlos mas detalladamente por
capas. A continuacion se explican los diferentes métodos de evaluacion de la
sensibilidad corneal y de la morfologia de la cérnea. Por dltimo, se describen los
posibles métodos de compensacion éptica, profundizando en la técnica llevada a cabo

en el estudio, la OK nocturna.

2.1. MORFOLOGIA DE LA CORNEA

La cornea humana es un tejido conectivo transparente y avascular con forma de
menisco que se sitla en la regidn mas anterior del ojo. Es la estructura con mayor
poder didptrico en el ojo y se comporta como una interfase optica que permite refractar
la luz. Adicionalmente la cérnea proporciona proteccion al ojo frente a infecciones y
estimulos de traccion mecanica. La cornea humana mide entre 12 y 13 milimetros en
los meridianos horizontal y vertical, respectivamente®. El espesor en cérnea central
varfa entre 0.5°! y 0.627 milimetros®* y aumenta progresivamente en direccién a la

esclera hasta alcanzar valores aproximados de 0.756 milimetros en la periferia®.

La estructura de la cérnea esta subdividida en 6 capas (Figura 2.1), cada una de ellas
con una importante funcién: endotelio, membrana de Descemet, capa Dua, estroma,

membrana de Bowman y epitelio.
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Figura 2.1. Corte histoldgico de la cérnea. Fuente http://es.slideshare.net/karinaso/crnea-3123241.

A diferencia del resto de tejidos del cuerpo, no contiene vasos sanguineos que lo
nutran o protejan contra infecciones. En su lugar, la cornea se sustenta de la lagrima y
el humor acuoso. Ademas posee una intrincada red de nervios que ayudan a mantener
su integridad funcional. A continuacion se describen més detalladamente las diferentes

capas de la cérnea.

2.1.1. Endotelio.

El endotelio es la capa mas posterior de la cdrnea, por lo que se encuentra en
contacto directo con el humor acuoso y la cdmara anterior del ojo. Presenta un
importantisimo rol en el mantenimiento de la transparencia corneal y la regulacién de
la hidratacion corneal, proporcionando funciones de transporte y barrera®. Esta
formado por una monocapa continua de células que mantiene su funcion barrera
mediante 3 tipos de uniones: gap, estrechas y adherentes®®?. La forma primitiva de
las células endoteliales es hexagonal (Figura 2.2) pues dicha forma permite cubrir
completamente el plano endotelial. De esta manera, el espacio intercelular y el
perimetro celular se mantienen optimizados®. Su densidad celular en nifios es de
3500-4000 células por mm?. Es decir, hay de 390000 a 520000 células en una cérnea

61,62
d ’

joven®. Sin embargo, este valor disminuye con la eda y es dependiente de la

raza®®. Al disminuir la densidad, las células restantes van perdiendo su forma
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hexagonal para cubrir los huecos de las otras células. Este es un hecho importante
pues la pérdida o dafio de las células endoteliales inducen edema estromal y/o
epitelial. Se estima que el niumero minimo de células endoteliales para mantener la
actividad de bombeo endotelial, y por tanto la transparencia corneal, es de 400 a 500
células por mm?. Valores por debajo de tales rangos se han asociado con queratopatia
bullosa®. Por otro lado, la membrana endotelial tiene un area aproximada de 130 mm?
® lo que representa una gran superficie para el intercambio de fluidos entre el
segmento anterior y los tejidos corneales®. Este intercambio de fluidos es de alta
importancia para mantener la transparencia corneal: el endotelio se encarga de
bombear agua fuera del estroma corneal contra un gradiente osmético para mantener
el estado de hidratacion del 70% y prevenir el edema estromal®’. Este transporte activo
de fluidos se equilibra energéticamente gracias a la bomba NA*/K*-ATP s "°, que

juega un papel importante en el mantenimiento del volumen celular.

Figura 2.2. Seccion transversal de la capa del endotelio obtenida con el microscopio confocal por Maria
Nombela.

2.1.2. Membrana de Descemet.

Las células endoteliales generan una membrana basal especializada conocida como
membrana de Descemet’!. Como el resto de membranas basales’?, la membrana de
Descemet es una lamina compacta de biomoléculas que incluye proteinas vy
glicosaminoglicanos. Aunque su principal composicion es el coldgeno de tipo IV y
VII™™, Su espesor en humanos es en torno a 3 micras al nacer y ligeramente
superior a 10 micras en la edad adulta™. Por lo que, junto con la membrana de

Bowman representa menos de un 4% del espesor de la cornea. Su principal funcién es
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la de distribuir la tensiébn de manera uniforme a lo largo de los tejidos corneales e

impedir deformaciones comprometidas de los mismos.

2.1.3. Capa Dua.

La capa Dua se ha descubierto recientemente’®, por lo que es un tema de discusion en
desarrollo. Su descubridor la define como una capa acelular, delgada y firme de
coldgeno corneal. Se localiza anterior a la membrana de Descemet y mide 15 micras
de espesor. Resiste hasta 2 bares de presion, lo que, desde un punto de vista clinico,
podria tener repercusion en la cirugia de cérnea posterior y en la compresion de la
biomecanica de la coérnea, asi como en las patologias de cérnea posterior como

hidropesia aguda, descematocele y distrofias pre-Descemet’®.

2.1.4. Estroma.

El estroma comprende casi un 90% de la estructura corneal y esta formado por tres
componentes no acuosos: colageno, proteoglicanos y células (Figura 2.3). Ademas

77-79

contiene glicoproteinas’”"”, y presenta iones que juegan un importante rol en la

80-82

organizacion de su estructura®™ ", proporcionando soporte mecénico y propiedades

bio-fisiologicas requeridas para la transparencia corneal®

. Por un lado, esto incluye el
diametro pequefio de las fibrillas de colageno corneal. Estas fibrillas son mas
estrechas que en cualquier otro tejido conectivo, en torno a 25 nanémetros. Este es un
factor muy importante para la transparencia de la estructura, pues se ha demostrado
su relacion con el diametro de las fibras®. Por otro lado, incluye el espaciado regular
asi como el empaquetamiento de las fibrillas de coldgeno. Las fibrillas de coldgeno
suponen en torno a un 70% del estroma y se distribuyen en unas 300 capas,
conocidas como lamelas, paralelas a la superficie corneal en la zona central de la
cérnea y unas 500 capas en zonas proximas al limbo®. Sin embargo, a menudo las
fibrillas de una capa se comunican con otras fibrillas de capas adyacentes formando
lamelas en red®®. Este tipo de formaciones permiten una mayor resistencia a las
fuerzas de traccion debidas a la presion intraocular y ademas protegen los tejidos

internos de traumas externos®’.
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Figura 2.3. Seccion transversal de la capa del estroma anterior obtenida con el microscopio confocal por
Maria Nombela.

2.1.5. Membrana de Bowman.

La membrana de Bowman® es una matriz de tejido acelular que separa el estroma del
epitelio corneal en humanos, pero que estid ausente en todos los animales
domésticos®. No esta considerada una membrana como tal, pues en realidad es el
lugar de union de las fibras de colageno y proteoglicanos que conforman las
estructuras K* (Figura 2.4). Su estructura amorfa de colageno condensado mide en
torno a las 15 micras de espesor. Esta membrana actla como una barrera molecular
que contribuye a la forma de la cérnea®. Ademas, parece estar implicada en facilitar la
cicatrizacién rapida de las lesiones del estroma, la recuperacién asociada a la
transparencia corneal anterior y la restauracion de la inervacion del epitelio tras sufrir

un traumatismo®2.

Figura 2.4. Seccion transversal de la membrana de Bowman obtenida con el microscopio confocal por
Maria Nombela.
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2.1.6. Epitelio.

El epitelio corneal es escamoso, estratificado y no queratinizado y se encuentra en la
zona mas anterior de la cornea. Es uno de los tejidos mas inervados en el cuerpo
humano, mide unas 53 micras de grosor y representa un 10% del espesor corneal®.
Presenta de 4 a 6 capas de células que se encuentran dispuestas unas encima de
otras®. Esta estructura ha hecho que se las conozca como células columnares y se
limitan a 3 tipos: basales, intermedias y superficiales (Figura 2.5). Las células basales
estan ancladas a la membrana anterior subyacente®. Como cualquier otro epitelio en
el cuerpo, el epitelio corneal esta sometido a la continua renovacion de sus capas®. La
proliferacion en la capa de células basales junto con la diferenciacion de las células
existentes segun se mueven hacia capas supra-basales hasta ser desechadas en las
lagrimas permite esa renovacién (Teoria XYZ de Thoft)®®. Ademas de las capas de
células, el epitelio presenta una capa de nervios en su parte mas interna que se
conoce como plexo nervioso sub-basal (PNSB). Dada la importancia de esta capa en
el objetivo de esta tesis, se destinara un apartado diferente para su analisis en

profundidad.

En conjunto con la pelicula lagrimal, el epitelio corneal presenta una suave interfaz en
la zona anterior del ojo que permite la refraccion coherente de la luz y su entrada en la
coérnea. Su otra funcion es la de actuar como barrera fisiolégica, que se da como
resultado de la alta resistencia de las uniones estrechas entre las células vecinas®’.
Esta funcién ayuda a preservar la hidratacién corneal y la transparencia®. Dicha
transparencia es el resultado de la homogeneidad de su indice de refracciéon y de las
células que lo constituyen®. Se necesita, por tanto, que la integridad funcional se
mantenga de forma estricta durante la continua renovacién celular para la

preservacion de las propiedades oOpticas del tejido.

46




Introduccién

a b c
Figura 2.5. Secciones transversales de las capas del epitelio obtenidas con el microscopio confocal por
Maria Nombela. a) Células superficiales, b) células intermedias y c) células basales.

2.2. SISTEMA SENSORIAL DE LA CORNEA

La cérnea es el tejido méas densamente inervado del cuerpo humano. Se calcula que
en la cérnea hay una inervacién sensitiva que es 300 veces mayor que la de la piel y
80 veces mayor que la del tejido dentario. Ademas de su accion protectora, los nervios
juegan un papel importante en la regulacién de la integridad epitelial, proliferacion y
desinfeccién de heridas™®.

La inervacion corneal se origina en la rama oftalmica del nervio trigémino. La cornea
humana recibe la mayor parte de su inervacion sensorial a partir de dos largos nervios
ciliares que penetran el globo ocular por su zona posterior medial y lateral al nervio
optico y que avanzan por el espacio supra-coroidal en los meridianos nasal y
temporal'®*'%, Antes de alcanzar el limbo corneo-escleral, los nervios se ramifican
repetidamente en haces mas pequefios y se anastomosan ampliamente con ramas de

los nervios ciliares cortos'***

para formar 60-80 haces de nervios uniformemente
distribuidos que se aproximan radialmente al limbo corneal desde todas las
direcciones. Tras formar el plexo anular en el limbo, los nervios pierden sus vainas de
mielina y se introducen en el estroma anterior, desde donde penetran en la membrana
de Bowman hasta llegar al epitelio corneal, en donde se encuentran sus
terminaciones’®. La concentracion de estas terminaciones es de 20 a 40 veces mayor
que la pulpa dental y entre 300 y 600 veces mas que la piel'®®, con mayor densidad en
los dos tercios centrales de la cornea. Esto indicaria que la lesion de una sola célula

epitelial serfa suficiente para provocar dolor*®’.
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2.2.1. Plexo Nervioso Sub-Basal.

Entre el epitelio basal y la membrana de Bowman hay una rica red de nervios conocida
como plexo sub-basal. Este paquete de nervios estd compuesto de fibras rectas y con
una especie de perlas situadas en la periferia. Las perlas o nodulos han sido
identificados como terminales sensoriales eferentes'®, y se ha demostrado que son

acumulaciones de glucégeno y mitocondria®”.

El plexo nervioso visto por microscopia confocal (Figura 2.6) aparece como un plexo
denso neural caracterizado por fibras nerviosas finas y tortuosas, con una reflectividad
homogénea y distinta del fondo. Los nervios estan interconectados por numerosos
elementos nerviosos. Patel y McGhee®' realizaron un mapeado del plexo nervioso sub-
basal mediante microscopia confocal in vivo en corneas sanas, informando de una
distribucion radial de las fibras nerviosas que convergian en una compleja espiral en la
zona infero-central de la cérnea. Dicho patrén en espiral podria deberse a la migracion
de las células, que estaria afectada por fuerzas de presién ejercidas por los parpados
cuando se produce el parpadeo. Este patron también fue observado por Misra et al*®
quienes ademas concluyeron que la inervacion corneal no presenta la tipica imagen en
espejo entre el OD y el Ol, sino que ambos patrones presentan una orientacion anti-

horaria con similar densidad nerviosa.

La densidad de las fibras nerviosas en el PNSB depende del instrumento utilizado para
su valoracion y de la interpretacion espacial que se dé a las imagenes obtenidas. Por
un lado, Oliveira-Soto y Efron'® reportaron valores de 11101 * 4290 micras por mm?,
medidos con el microscopio Tomey Confoscan, en una poblacién de 14 sujetos sanos
frente a 14 portadores de LC de uso diurno y 10 portadores de LC de uso nocturno.
Los datos reportados por Patel et al*’, fueron similares utilizando el microscopio
Confoscan 2. Este grupo reportd una densidad media de 14713 + 6056 micras por
mm? en una poblacién de 60 cérneas sanas emparejadas por edades. Sin embargo,
Grupcheva et al** obtuvieron valores mucho menores utilizando el mismo microscopio
que los anteriores autores en una muestra de 50 pacientes sanos. Los valores que
reportaron fueron de 632 + 287 micras por mm? en sujetos jovenes y 582 + 327 micras
por mm? en poblacion geriatrica de unos 70 afios. El diametro estimado de las fibras
en esta capa es de 2,9 = 0,2 micras'® y existe una tendencia a la disminucion del

mismo con la edad**.
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Figura 2.6. Seccion transversal de la capa de plexo nervioso obtenida con el microscopio por Maria
Nombela.

2.2.2. Sensibilidad Corneal.

La cornea es extremadamente sensible a los estimulos externos debido a su densa
inervacion corneal. La sensibilidad corneal normal es crucial para el buen
mantenimiento de la secrecion lagrimal y la fisiologia corneal''’. La inervacion alterada
resulta en una disminucion de la sensibilidad corneal que puede comprometer las
propiedades epiteliales, afectando también a la respuesta de recuperacion de la
cornea'™. Es el caso de los pacientes operados con LASIK donde los umbrales
sensoriales inicialmente disminuidos tras la cirugia, pueden volver casi a la normalidad

tras un periodo de entre 6 y 12 meses™***,

Respecto al efecto de la edad sobre la sensibilidad corneal existen opiniones
divergentes. Draeger''® observé que la sensibilidad corneal central no se ve afectada

17 demostr6 un nivel

significativamente por la edad, mientras que Millodot
relativamente uniforme de sensibilidad hasta la quinta década de vida, después de lo
cual la sensibilidad corneal disminuye rapidamente. Por el contrario, estudios mas
recientes en los que se ha utilizado el estesiometro corneal sin contacto ponen de
manifiesto una reduccién gradual de la sensibilidad corneal central con el aumento de

la edad*"*®,

La sensibilidad corneal es importante en contactologia ya que su reducciéon mejora la
comodidad de uso de las lentes de contacto (LC). Este efecto podria incrementar el
riesgo de no detectar un cuerpo extrafio en la superficie ocular ya que la particula

ofensiva puede quedar atrapada bajo la lente, prolongando el periodo de dafio
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ocular'’®. Por lo tanto, es esencial qgue la funcién del nervio corneal este afectada
minimamente por el desgaste de las LC. Es por ello que en las Ultimas décadas, se ha
estudiado ampliamente el efecto de las LC sobre la sensibilidad corneal. Millodot
demostré que las LC rigidas afectan tanto a la sensibilidad como al espesor corneal de

120y largo' plazo. Aunque los valores de sensibilidad

forma significativa a corto
corneal vuelven a la normalidad tras la interrupcion del porte de las LC durante 30
minutos y 4 meses respectivamente, lo que indicaria que el proceso es reversible.
Afios mas tarde, Murphy et al**® demostraron que la duracién del uso de las LC
(rigidas o blandas) no influia en la pérdida de sensibilidad corneal, sino que tras la
adaptacion a la accién mecanica de las lentes y la reduccion de la tasa metabdlica, se
crea un nuevo equilibrio entre las demandas de los nervios corneales y su funcion,
produciendo una alteracién de la sensibilidad corneal. Por otro lado, Polse'* concluy6
que la disminucidn de la sensibilidad de la cérnea que acompafia al uso de LC es
independiente del edema de la cornea y es probablemente resultado de la adaptacion
sensorial a un estimulo mecanico. En el caso de usuarios de LC blandas, Patel et al*®
informaron que la disminucion de la sensibilidad corneal no va acompafiada de una
disminucion de la densidad del haz de fibras nerviosas y que el epitelio corneal en la
zona temporal es mas delgado que en aquellos sujetos no usuarios de LC. Por su
parte, Stapleton et al**'** descubrieron que la sensibilidad conjuntival se ve
aumentada tras el uso de las LC, pero que el mecanismo que conduce a este
incremento en la sensibilidad debido a estimulos mecanicos no estid claro: la
combinacion de la friccion de la LC, debido al alto modulo de elasticidad, junto a los
cambios en la estructura y la fisiologia de la pelicula lagrimal podrian conducir a un
aumento de la informacion sensorial de la superficie ocular, lo que pondria de
manifiesto el desequilibrio temporal entre los componentes de la unidad funcional. A

un resultado similar llegaron Situ et al en 2010*%

, quienes evaluaron los cambios en la
sensibilidad de la superficie ocular producidos por el porte de LC de hidrogel de
silicona (agente mecanico) y la solucibn de mantenimiento de las mismas (agente
quimico). Su estudio evidenci6 una alteracion sensorial de la superficie ocular con una
mayor sensibilidad quimica y una menor sensibilidad mecénica conjuntival. Teniendo
en cuenta que la informacién sensorial que surge de la superficie ocular juega un
papel fundamental en el mantenimiento del medio homeostatico de la superficie ocular,
las medidas de sensibilidad corneal pueden ser consideradas como un indicador de

los cambios subclinicos inducidos por el uso de LC.
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2.2.3. Células de Langerhans.

Existen unos corpusculos brillantes que se encuentran entre los nervios del plexo

nervioso sub-basal y que son conocidos como células de Langerhans'?®*?

(Figura
2.7). Estas células tienen un diametro de unas 15 micras y aparecen de 3 formas
distintas: sin dendritas, con pequefias dendritas formando una pequeifia red local y con
largas dendritas inter-digitalizadas formando una estructura en forma de red
cableada'”’. En la coérnea central hay menos densidad y ademas suelen presentar
menos dendritas lo que, posiblemente, sean indicadores de un fenotipo inmaduro. La
densidad media de las células de Langerhans es de 34 + 3 células por mm?y de 98 *
8 células por mm? en la periferia*®®. Las células inmaduras de Langerhans estan
equipadas para capturar antigenos, mientras que las células maduras son capaces de
activar a las células T a través de moléculas complejas que generan la secrecion de
interleucina-12 y de moléculas co-estimuladoras. Por tanto, las células de Langerhans
representan una parte integral del sistema inmune®?’. Algunos autores'? reportaron la
aparicion de estas células en un 93% de pacientes con inflamacion corneal frente al
20% en pacientes con corneas normales. Es por ello que se considera la aparicion de
las células de Langerhans como indicador de un estado inmune agudizado de la

cornea.

Figura 2.7. Seccion transversal de la capa de plexo nervioso obtenida con el microscopio por Maria
Nombela. Se pueden observar las células de Langerhans alrededor de los nervios (flechas).

51

Introduccién




2.3. METODOS DE EVALUACION

Como se ha puesto de manifiesto en el apartado anterior, la evaluacion de la
sensibilidad corneal asi como el estudio de la morfologia de la c6rnea son importantes
para valorar la correcta funcionalidad de la cérnea. El siguiente apartado pretende
aportar informacion general sobre las técnicas disponibles para la medida de la
sensibilidad corneal y la morfologia de la cornea, asi como profundizar en aquellas

técnicas llevadas a cabo en este estudio.

En la actualidad, el Unico medio clinicamente eficaz para evaluar la funcién nerviosa
es la medida de la sensibilidad corneal. El estudio de la sensibilidad corneal se realiza
mediante el uso de un estesiébmetro corneal, que puede ser de contacto (Cochet-
Bonnet) o de no contacto (Belmonte). Tradicionalmente, el método mas usado ha sido
el estesibmetro de Cochet-Bonnet por su accesibilidad y facilidad de uso. Sin

129 se ha

embargo, el uso del estesiometro de gas desarrollado por Belmonte
empezado a usar con regularidad los ultimos afios. Mientras que el primero es un
instrumento habitual en la clinica, el segundo es mas habitual encontrarlo en

laboratorios de investigacion.

Los métodos utilizados para evaluar la morfologia corneal han sido tradicionalmente
microscopia electronica y de luz. Sin embargo, la mas reciente introduccion de la
microscopia confocal in vivo ha demostrado ser especialmente Util para este
prop6sito™® debido a su naturaleza no invasiva. Los cambios en respuesta a factores

como el envejecimiento, patologias, LC o cirugia han sido ampliamente estudiados ex

131-135 35,47,109,110,136

Vivo e in vivo utilizando esta técnica.

2.3.1. Estesiometro Corneal.

El estesiometro Cochet-Bonnet (Figura 2.8) consta de un monofilamento de nylon de
0.12 mm de diametro de longitud variable, de 0 a 60 mm, que aplica presion sobre la
cornea entre 11 y 200 mg / 0.0113 mm. La medida comienza en la longitud méaxima,
aproximadamente 60 mm, que es la presion mas baja. Cuando el flamento de nylon
toca la cornea perpendicularmente, éste se curva (un 5% de su longitud libre) y nos da
la medida objetiva del contacto. Si el paciente no siente el contacto del nylon a 60 mm,
la longitud del filamento se reduce en 5 mm y se vuelve a analizar hasta que el

paciente pueda sentir el nylon.
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Figura 2.8. Estesiometro corneal Cochet-Bonnet.
Fuente: http://examenesdiagnosticos.com.co/posts/estesiometro.jpg

Aunque el estesibmetro Cochet-Bonnet es la prueba clinica estandar para la
sensibilidad corneal, la respuesta positiva depende de la actitud y aprension del sujeto.
Por lo tanto, se deben tomar varias precauciones para garantizar que las medidas son
fiables. Esto incluye la monitorizacién de la humedad, la temperatura y la iluminacién
de la sala con el fin de mantener condiciones analogas para cada medida, asi como el
montaje del instrumento en una lampara de hendidura para que la aproximacion al ojo
esté cuidadosamente controlada. Ademas, se puede contrastar la fiabilidad de la

prueba mediante fintas ocasionales.

2.3.2. Microscopia Confocal.

El origen de la microscopia confocal se remonta a 1957, cuando Minsky™’

patentd
esta tecnologia para estudiar redes neurales del tejido nervioso del cerebro en un
sujeto vivo. Posteriormente, la teoria 6ptica del microscopio confocal fue formalmente
mas desarrollada y extendida durante la década de los 80™*® y los 90****°. EI principio
basico de un microscopio confocal se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente
procedente de los planos fuera de foco. Para conseguirlo, se ilumina un punto de la
muestra. Parte de la luz procedente de la fuente de iluminacion atraviesa un primer
diafragma, se refleja en un espejo dicroico y queda enfocada en un punto de la
muestra mediante la lente de un objetivo. La luz reflejada por dicho punto vuelve por el
mismo camino Optico, pasa a través del espejo dicroico y se enfoca en un detector que
esta precedido por un segundo diafragma, que evita los haces procedentes de la zona

fuera de foco (Figura 2.9).
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http://examenesdiagnosticos.com.co/posts/estesiometro.jpg
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Figura 2.9. Esquema de funcionamiento de un microscopio confocal laser. Extraido de Baccallao y
Stelzer, 1989.

El funcionamiento del microscopio confocal esta basado en la perfecta alineacion de
los dos diafragmas (pinhole), situados uno entre la fuente de luz y el objetivo y el otro
entre el objetivo y el detector (fotomultiplicador), para que el detector reciba solo la luz
procedente del plano focal**'. El uso de un laser como fuente de luz permite focalizar
la iluminacion en una regién muy pequefia de la muestra y con una gran intensidad. La
imagen obtenida presenta una resolucion muy alta pero practicamente no tiene campo
de visiéon debido a que existe un solo punto de iluminacion y deteccion. Para poder
visualizar la imagen se necesita un sistema de barrido que permita iluminar
instantdneamente y sincronicamente imagenes, es decir, que pueda escanear una
pequefa region de tejido con miles de diminutos puntos de luz que se reconstruyen
para crear un campo de vision atil con alta resolucién y aumento**. El sistema de
barrido puede ser de tipo Beam Scanning donde el haz del laser se desplaza por la
muestra o Stage Scanning donde se desplaza la muestra mientras que el haz de luz
permanece inmovil'*®. El mas usado es el de primer tipo pues tiene mayor velocidad
de barrido, y por tanto de formacién de imagen. Ademas, como no es necesario que la
muestra se mueva, es especialmente interesante para el estudio de células en vivo.
Este tipo de microscopio confocal en el que el haz del laser barre la muestra también

se conoce como Microscopia Confocal de Barrido Laser (LSCM en inglés).
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En la actualidad existen tres tipos de microscopio confocal: el microscopio confocal
laser de barrido, el microscopio confocal de disco giratorio y el microscopio de matriz
programable (Programmable Array Microscope, PAM). Existen cuatro modelos de
microscopios confocales para uso oftalmolégico disponibles comercialmente:
Confoscan P4 (Tomey Corporation, Cambridge, MA, EE.UU.), Confoscan 4 (Nidek
Technologies, Gamagori, Japén), Microphtal (Helmut Hund, Wetzlar, Alemania) y el
dispositivo clinico mas reciente es un microscopio confocal laser conocido como
Heidelberg Retina Tomograph Il, que se usa junto con el médulo corneal Rostock
(HRT-II) (Heidelberg Engineering, GmBH, Alemania).

La principal ventaja de la microscopia confocal de barrido laser es la capacidad de
producir en serie imagenes de capas delgadas de la cérnea en tiempo real. La
profundidad de foco mejordé notablemente cuando se cambiaron los sistemas que
usaban ranuras (26 um) por los que usan microscopia confocal laser (2 um). Ademas,
el tiempo de adquisicién de imagenes con la microscopia confocal laser es muy rapido
(0.024 segundos/imagen) lo que hace que esta técnica sea especialmente atractiva en
la practica clinica.

Dada su naturaleza no invasiva, el microscopio confocal ha sido ampliamente utilizado
en la investigacién de numerosas enfermedades corneales. Puede proporcionar una
descripcion morfoldgica cualitativa o puede usarse para cuantificar patologias tales
como la forma y densidad de las células endoteliales y del nervio corneal o imagenes
cinéticas tridimensionales de la cérnea humana en vivo'*. Se ha demostrado
ampliamente su utilidad en la deteccidén precoz y el diagnéstico de varias afecciones,
asi como un medio para observar y monitorizar los efectos de dichas
enfermedades'®!* Especial progreso es el que se ha conseguido en el estudio en
vivo del epitelio y del plexo nervioso sub-basal. Utilizando esta tecnologia, ha sido
posible evaluar estos cambios en las cérneas de individuos sanos'®, usuarios de LC

47,136

blandas***°, sujetos sometidos a cirugia corneal***®, pacientes con enfermedades

44,45 K35:36

sistémicas y pacientes que participaron en un tratamiento de O

En resumen, la microscopia confocal permite obtener de forma no invasiva imagenes
en vivo de las diferentes capas corneales. Por lo que en general, y en particular para el
presente estudio, resulta en una técnica potente en el andlisis morfoldgico detallado de

las estructuras corneales.
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2.4. METODOS DE COMPENSACION OPTICA

En los apartados 2.1 y 2.2 se ha detallado el orden en el que estan dispuestos los
componentes morfolégicos de la cérnea. Sin embargo, esa perfecta distribuciébn no
siempre es suficiente para conseguir una vision ideal. Existe una alta variabilidad en
los pardmetros de cada uno de los elementos épticos que contribuyen a la formacion
de la imagen, resultando en muchos casos que dicha imagen no se forme en la retina.
Ese desenfoque en la retina es lo que causa la disminucion de agudeza visual (AV) y

nos hace susceptibles de necesitar ayudas para mejorar nuestra vision.

Para compensar la disminucién de AV se suele recurrir inicialmente al uso de lentes
oftalmicas y LC por ser soluciones eficaces. Sin embargo, aquellos usuarios que no
quieren tener dependencia de la compensacion dptica tienen otras dos opciones a su
disposicién: la cirugia refractiva y el tratamiento de OK nocturna. Por un lado, la cirugia
refractiva corrige la miopia de forma definitiva mediante la ablacion de la cérnea. Sin
embargo, es un proceso invasivo en un 0jo sano con potenciales efectos secundarios
como el ojo seco™. En el caso de la OK la disminucion de AV se compensa de forma
reversible mediante la aplanacion de la curvatura corneal®, reduciendo asi su poder
diéptrico, con lentes de contacto (LC) de uso nocturno (Figura 2.10). Por ser ésta la
técnica utilizada en el presente estudio a continuacibn se compila informacién
detallada referente a la misma para comprender las bases tedricas que han llevado a

desarrollarla hasta el nivel en el que se encuentra actualmente.

Figura 2.10. Fluorograma de una LC de OK, donde a) zona 6ptica de 4 mm, b) zona de retorno o
reservorio lagrimal de unos 3-3.5 mm, c1) anillo de apoyo o de estabilizacién de la LC y c2) levantamiento
de borde (estas 2 ultimas constituyen la banda de alineamiento de unos 3-3.5 mm). Cortesia de A. Nieto.
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2.4.1. Ortoqueratologia Nocturna

La OK es un método para la reducciébn o eliminacion temporal de los errores
refractivos, que consiste en el empleo de LC rigidas permeables a los gases (RGP)
para moldear la zona central de la superficie corneal. El uso de las LC para la terapia
refractiva corneal (CRT), hasta 6D de miopia y 2 de astigmatismo, fue aprobado por la
Food and Drug Administation (administracibon Americana encargada de proteger la
salud publica) para su uso nocturno en Junio de 2002. Es un método predecible ya
gue la refraccion corregida coincide con la que se pretende corregir, eficaz y seguro
pues la mejor agudeza visual corregida tras la terapia es igual o superior a la mejor
agudeza visual corregida antes de la terapia y estable siempre que se utilicen las LC
regularmente en régimen nocturno**?. Por ello y por constituir la Gnica alternativa a la

cirugia refractiva es un tema de gran interés actual.

2.4.1.1. Origenes.

Su origen, aunque no confirmado, podria tener base en la antigua China, donde los
miopes dormian con pequefias piedras o sacos de arena sobre sus parpados para

conseguir el aplanamiento deseado.

Sin embargo, segun Villa y Gonzélez-Meijomé**® no fue hasta hace 300 afios cuando
se hizo la primera referencia a la modificacién no quirdrgica de la curvatura corneal.

Por otro lado, Swabrick*®*

realizé una revision bibliografica donde apuntaba al intento
de hace mas de un siglo de Eugene Kalt como origen de la OK. Este oftalmdlogo
intenté modificar la curvatura corneal en pacientes con queratocono usando lentes de
ajuste plano que aplicaban presién contra el cono. Fue entonces cuando se empezé a

considerar las LC para modificar el error refractivo.

En la década de 1960 se reportd el primer procedimiento de OK, cuando la técnica de
ortofocus fue descrita por Jessen™. Esta técnica utilizaba una lente de PMMA sin
potencia, adaptada mas plana que la curvatura corneal consiguiendo la reduccién de
la miopia gracias a la pelicula lagrimal existente entre la cornea y la lente. La falta de
permeabilidad de los materiales de las LC en aquella época hizo que la técnica cayera
en desuso, ya que obligaba a trabajar con didmetros pequefios, lo cual ofrecia
resultados pobres. Desde ese momento, pocos estudios controlados se realizaron en

OK, aunque la técnica fue llevada a cabo por numerosos profesionales: May, Grant,
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Neilson™®, Nolan®’, Ziff y Tabb™® trataron de mejorarla introduciendo modificaciones
en la lente que permitiera un mayor centrado y estabilidad de la misma. Estas lentes
se utilizarian durante el dia permitiendo periodos en los que seria posible prescindir de
ellas, pero los resultados encontrados resultaban bastante variables e impredecibles y
los cambios inducidos se producian de forma muy lenta sobre la cornea. Lo mas
interesante de todos estos estudios es que se habia puesto de manifiesto el hecho de
gue adaptar lentes de contacto ligeramente mas planas que la curvatura corneal
inducia un aplanamiento de la cérnea y una reduccion de la miopia, siempre que se

mantuviera un centrado correcto de las LC*.

2.4.1.2. Primeros avances.

La primera gran investigaciéon en OK fue llevada a cabo por Kerns'®*%¢*

, quién realiz6
una comparativa entre usuarios de OK, LC convencionales y gafas. Encontré una
reduccibn modesta de la miopia en los grupos de OK (0.77 = 0.91 D) y LC
convencionales (0.23 + 0.48 D) tras casi un afio de uso de las lentes. A pesar de dicha
reduccion, el autor llegé a la conclusion de que el procedimiento era imprevisible e
incontrolable debido al descentramiento e inestabilidad de la lente que producia

astigmatismo inducido (0.42 D con la regla).

En 1980, Binder et al*® llegarian a una conclusién similar en su estudio de OK, ya que
la reduccién de la miopia producida por las LC era variable e impredecible. Asimismo
concluyeron que los efectos refractivos y visuales producidos por la OK no eran
permanentes y los valores pre-tratamiento se recuperaban rapido al cesar el uso de
las LC.

[**3 y Polse et al***® |levaron a cabo un riguroso estudio

Afos mas tarde, Brand et a
donde encontraron una reduccion midpica mas significativa en usuarios de lentes de
OK (1.01 + 0.87 D) que en usuarios de lentes convencionales (0.54 + 0.58 D) tras 18
meses de uso. Ademas concluyeron que a pesar de que la OK tenia un efecto clinico
limitado, el procedimiento era seguro. La etapa del nacimiento de la OK finaliza con el
estudio de Coon™® quien evalué el método desarrollado por Tabb para adaptar LC
ligeramente mas planas que K (radio méas plano de la cornea) mediante la
manipulacion del didmetro de zona éptica para conseguir un adelgazamiento corneal y
una reduccion miopica. Tras algo mas de 18 meses de estudio, se encontraron

reducciones por encima de las encontradas anteriormente en OK (1.30 + 0.89 D).
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Coon'®®

concluy6é que siguiendo esta filosofia de aplanar ligeramente sobre K, se
mantenia un buen centrado, minimizando la induccién de astigmatismo corneal
durante el tratamiento de OK. Sin embargo, teniendo en cuenta que el objetivo
principal de la OK era una reducciéon permanente de la miopia y atendiendo a las
conclusiones de los precursores, esta técnica cayd en desuso clinico y cientifico

durante unos afnos.

2.4.1.3. Desarrollo.

Los inconvenientes encontrados hasta el momento fueron solventados con la aparicién
de las LC de geometria inversa. Aunque su disefio ya habia sido anunciado por
Jessen'® en los 60 y Fontana'®’ en los 70, su desarrollo no fue posible hasta finales
de los 80.

Las LC de geometria inversa se idearon a partir de las investigaciones de Harris y

Stoyan'®® y Wlodyga y Bryla'®®

, en la que se buscaron disefios de lentes que centrasen
mejor sobre la cérnea. El disefio de este tipo de lentes, comparado con el de las LC
convencionales, se diferencia por el disefio de su cara interna, donde el radio mas
plano o central corresponde a la zona Optica que se encuentra rodeada de una zona
intermedia, asférica o esférica, (dependiendo del efecto deseado) conocida como zona
de reserva lagrimal y a continuacion una curva periférica estandar. Este disefio mejora
el centrado y la estabilidad de la lente sobre la cérnea y se considera que conduce a

resultados mas predecibles y consistentes en la reduccion de la miopia.

Paralelamente al disefio, los materiales de las LC fueron evolucionando. En un
principio, el material que se usaba tradicionalmente era el PMMA. Dada su
impermeabilidad al oxigeno, este material inducia hipoxia en la mayoria de los
pacientes, incluso en aquellos que usaban las LC de OK en uso diurno. Holden y
Mertz'™® descubrieron que el nivel limite de edema corneal que se produce
normalmente durante las horas de suefio (4%) requiere el porte de una LC de, al
menos, una transmisibilidad de 87 barrer/cm. El desarrollo de los materiales fluorados
de ultima generacién proporciona una transmisibilidad superior a dicho limite, por lo
gue se reduce al minimo la hipoxia y el edema corneal con el uso de las LC durante la

noche.

La aparicién de las nuevas geometrias en las LC RGP junto al desarrollo de materiales

de alta permeabilidad han alterado los procesos de OK hasta el punto que puede

59

Introduccién




Introduccién

decirse que se ha reinventado la técnica. Debido a que los cambios generados sobre
la cornea se conseguian en un periodo de tiempo sustancialmente menor que con el

disefio convencional la técnica pas6 a conocerse como ortoqueratologia acelerada.

2.4.1.4. Actualidad.

En la actualidad, la OK est& siendo utilizada en todo el mundo para la correccion de
miopias, hipermetropias y astigmatismos con disefios de lentes cada vez mas
adaptados a las necesidades del tratamiento: con una alta permeabilidad y en uso
nocturno. Son muchos los estudios que han validado el uso de esta técnica de terapia
refractiva corneal encontrando reducciones de hasta 3.33 dioptrias miopicas de media

e incluso disminuciones individuales de hasta 5 D de miopia™.

El mecanismo ortoqueratolégico, si bien se conocian sus efectos en la reduccion de la
miopia y en la mejora de la visién sin ayuda de compensacion Optica, no ha sido
esclarecido hasta afios recientes, y todavia no se conoce todo su alcance a nivel
celular y bioquimico. Habitualmente, los métodos terapéuticos comienzan con el
conocimiento de los factores bioldgicos implicados para, posteriormente, ser aplicados
y conseguir un determinado efecto. En el caso de la ortoqueratologia, al igual que en
la cirugia refractiva'?, ha sucedido al contrario. Esto es, primero se han constatado los
resultados de eficacia, predictibilidad y seguridad de la técnica mediante la valoracién
de los efectos adversos durante el tratamiento y el estudio de la reversibilidad de los
cambios refractivos y topograficos. Posteriormente, a medida que la tecnologia ha ido
aportando nuevas herramientas se han introducido estudios sobre los efectos del
tratamiento a nivel morfolégico que analizan los mecanismos histologicos que justifican

tales cambios.

En 1997, Mountford'”® report6 los cambios inducidos por la OK en el poder diéptrico
apical y su correlaciébn con los cambios en el error refractivo. En la misma linea,
Swarbrick et al*’* descubrieron que la respuesta de la cérnea a la presiéon mecéanica
ejercida por las lentes de contacto de OK se ponia de manifiesto al evaluar los
cambios topograficos y paquimétricos. Descubrieron que, ademas del ya conocido
cambio en la curvatura anterior, se producia un adelgazamiento en el centro del
epitelio y a su vez un engrosamiento de la periferia del mismo. Sugiriendo asi que la

respuesta inicial de la cérnea en el tratamiento de OK podia explicarse por esta
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redistribucion del tejido corneal. El inconveniente del estudio es que no evaluaba los

cambios a largo plazo.

Afios mas tarde, fueron Matsubara et al'’®

guienes llevaron a cabo un estudio sobre
los cambios histoldgicos e histoquimicos surgidos tras la insercion de una LC de OK
en ojos de conejos. En el estudio concluyeron que el espesor del epitelio corneal
mostraba una variacion topogréfica a consecuencia del efecto de la OK, pero el
resultado de los estudios histoquimicos sugiere que no hubo marcadas alteraciones en

la funcion epitelial.

En 2008, Choo et al'’® realizaron un estudio sobre la secuencia de cambios
morfoldgicos en el epitelio de gato después de 4, 8 y 14 dias de ortoqueratologia
continuada. El tejido corneal se evallo histolégicamente tras sacrificar a los animales y
se descubrié un adelgazamiento central junto a un engrosamiento periférico en los
0jos miopes, y un patron contrario se puso de manifiesto en los ojos hipermétropes.
Este descubrimiento hizo razonable asumir que el epitelio parece desempefiar un

papel determinante en los cambios inducidos por las lentes de OK.

Aungue los efectos de la OK en la topografia corneal, la agudeza visual, sensibilidad al
contraste, calidad éptica del ojo y propiedades biomecénicas se han investigado

ampliamente24,26—28,30,31,177

, SOlo unos pocos estudios han examinado estos efectos en
la morfologia de la cdérnea humana. Al respecto, se han reportado cambios en la
densidad celular y en el espesor del epitelio corneal, asi como en el espesor del plexo
nervioso que subyace bajo el epitelio®*°. La irreversibilidad de los efectos producidos
en el plexo nervioso dio lugar a un estudio mas profundo del mismo®*“*. Sin

embargo, aln no se conocen todos los efectos a nivel del plexo nervioso sub-basal.

Surge, por tanto, la necesidad de estudios prospectivos en los que estos efectos
puedan ser controlados y cuantificados en largos periodos de tiempo en usuarios de
LC de OK, asi como su reversibilidad tras el cese de las LC. Del mismo modo, y
puesto que se ha reportado una disminucion de la sensibilidad corneal con el uso de
las LC de OK*", se pretende estudiar la posible relaciéon de dichos efectos con una

alteracién sensorial.
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3.METODOLOGIA







3.1. DISENO DEL ESTUDIO

La presente investigacion consta de dos estudios diferentes. El Estudio 1, o principal,
fue disefiado de forma prospectiva y longitudinal. El Estudio 2 consistié en un disefio
retrospectivo y transversal. Ambos estudios fueron realizados en un Unico centro y
fueron aprobados por el Comité Etico del Hospital Carlos Ill (Madrid, Espafia) (Anexo
1). Asimismo, sigui6 los principios de la Declaracion de Helsinki

(http://ohsr.od.nih.gov/guidelines/helsinki.html).

El Estudio 1 se disefid para tener una duracion de 13 meses, con el objetivo de
evaluar los cambios generados por las lentes de OK a corto plazo (1 mes), a largo

plazo (12 meses) y su recuperacion (1 mes tras la retirada de LC).

El Estudio 2 se diseiid para verificar si los posibles cambios inducidos por el
tratamiento de OK aumentaban, disminuian o se mantenian estables con méas tiempo
de uso de las LC (3 afos). Para ello, se compararon las medidas de la visita de 1 afio
de los sujetos de OK de la fase principal con un grupo de sujetos que llevaban mas de

3 afos con dicho tratamiento.

Antes de comenzar la investigacion, se realiz6 una sesion informativa donde se
comunicé verbalmente a los participantes los objetivos de la misma y los posibles
riesgos que conlleva el uso de lentes de OK. Asimismo se preseleccionaron a los
sujetos del Estudio 1 segun los criterios de inclusion detallados mas adelante. A lo
largo del Estudio 1 se llevaron a cabo dos tipos de visita, las habituales para el
seguimiento del comportamiento de las LC (1 noche, 15 dias y 6 meses), y otras 4
visitas para el seguimiento del propio estudio (antes de comenzar el tratamiento, al

mes y al afio del comienzo del tratamiento y tras 1 mes de la retirada de las lentes).

Los sujetos fueron voluntarios y contactaron con el grupo de investigacién mediante la

web de acceso libre http://ucm.es/accion-social (Anexo 2).

Ademds, se contacté a los participantes del Estudio 2 mediante correo electrénico,
dado que habian sido participantes de un estudio realizado por el mismo grupo de
investigacion®*3°. A estos sujetos se les informé del objetivo de este segundo estudio y
se realizé una sola visita, haciéndola coincidir con la revisidbn para el seguimiento
habitual de las LC cada 6 meses. Esta visita siguié el mismo protocolo de actuacion

que en el Estudio 1. Asimismo, los participantes del Estudio 2 cumplieron los mismos
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criterios de inclusion que los del Estudio 1 antes de iniciar el tratamiento de OK, es

decir 3 aflos antes.

3.1.1. Criterios de inclusion.

1. Sujetos entre 18 y 30 afios sin distincion de sexo.

2. Rangos dioptricos para la potencia esférica entre -0.50D y -5.00D y para la potencia
cilindrica entre -0.25D y -1.25D. La estimacion del estado refractivo fue llevada a

cabo con el foréptero al comienzo del estudio.
3. Agudeza visual (AV) compensada de al menos 0.04 logMAR en cada ojo.

4. Usuarios de LC hidrofilicas que previamente se comprometieron a dejar de usarlas

al menos durante las 4 semanas previas al comienzo del estudio.

5. Capacidad para acudir a consulta en las fechas acordadas para el seguimiento del

estudio.

3.1.2. Criterios de exclusion.

1. Enfermedades sistémicas u oculares.
2. Usuarios de lentes de contacto semirrigidas.

3. Embarazadas o aquellas mujeres con intencion de quedarse embarazadas a lo

largo del estudio.
4. Evidencia de queratocono o irregularidad corneal.
5. Sujetos con historia de cirugia ocular.

6. Participantes de otros estudios clinicos.

3.1.3. Protocolo de actuacion.

En la citada sesidon informativa, y tras su inclusién en el estudio, los participantes
fueron informados de que sus datos serian tratados para investigacion médica y

cientifica. Posteriormente se entreg6 a cada participante un documento destacando los
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puntos mas relevantes de dicha sesion y dieron su conformidad por escrito (Anexo 3a.
y Anexo 3Db).

3.1.4. Calculo estadistico de la muestra.

Para obtener el tamafio de la muestra requerido para este estudio, se realizé una

estimacion poblacional en base a la densidad de nervios del plexo nervioso sub-

|47

basa mediante el uso del programa estadistco Granmo @ 7.12

(http://www.imim.cat/ofertadeserveis/software-public/granmo/index.html).

Considerando un 95% de nivel de confianza (a) y una potencia del 80% (B), y
anticipando un 15% de abandonos, la muestra debia ser de 20 sujetos en el grupo de
tratamiento y de 10 en el grupo control para detectar una diferencia estadisticamente
significativa igual o mayor a 3366 um/mm? y un coeficiente de correlacién entre las

medidas inicial y final de 0,8.

3.1.5. Sujetos.

Estudio 1.

Un total de 161 sujetos fueron contactados por el grupo de investigacion, firmaron el
consentimiento informado y se sometieron a un examen preliminar para establecer su
inclusién en el estudio. De éstos, 41 abandonaron por razones personales y 35 no
cumplian los criterios de inclusién. Los 85 sujetos restantes fueron aleatoriamente

incluidos en 3 grupos diferentes.

e Grupo control: 20 sujetos usuarios de gafas, que nunca habian llevado LC
RGP.

e Grupo CRT: 40 sujetos que fueron adaptados con lentes de OK Paragon CRT®
(Paragon Vision Sciences, Interlenco, Madrid, Espafa).

e Grupo SF: 25 sujetos que fueron adaptados con lentes de OK Seefree®

(Conoptica, Barcelona, Espaiia).

De estos 85 sujetos, 14 abandonaron el Estudio 1: 3 del grupo CRT y 2 del grupo SF
debido a una mejora insuficiente de la AV y 2 de CRT y 1 de SF por la aparicién de
una queratitis superficial de grado 2 segun la escala Efron. Ademéas 1 componente del

grupo SF y 5 del grupo control no pudieron atender a las visitas de seguimiento. Por lo
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tanto, la muestra final de poblacion para el Estudio 1 fue de 71 sujetos: 35 en el grupo
CRT (46% hombres y 54% mujeres) con una media de edad de (23,9 £ 3,7) afios, 21
en el grupo SF (42% hombres y 58%mujeres) con una media de edad de (25,8 £+ 4,1)
afios y 15 en el grupo control (60% hombres y 40% mujeres) con una media de edad
de (25,6 + 3,3) afios.

La mayoria de los sujetos atendieron a todas las visitas programadas. No obstante, en
algunos casos no se pudieron obtener imagenes nitidas con el microscopio confocal,
lo que supuso pérdidas en el nUmero de sujetos evaluados, particularmente en la visita
de un afio. Sin embargo, estas pérdidas fueron recuperadas en la visita realizada al

mes de la retirada de las lentes de OK.
Estudio 2.

En la visita de 1 afio, paralelamente al grupo de tratamiento, se contactd a otro grupo
de 20 usuarios de OK (55% mujeres y 45% hombres) que habian sido participantes de
un estudio realizado por el mismo grupo de investigacion®*°. Estos sujetos habian
estado usando lentes de OK durante al menos 3 afios y fueron seleccionados bajo los
mismos criterios de inclusion que en el presente estudio, por lo que los participantes
de ambos estudios estaban emparejados en refraccion y queratometria al comienzo
del estudio. En este caso la media de edad fue de (28,3 £ 3,1) afios. Se debe tener en
cuenta que al comienzo del Estudio 2 los participantes eran 3 afios mas joévenes, por lo
gue también estaban emparejados respecto a la edad con los participantes de la fase

principal de la presente investigacion.

3.2. MATERIALES

El estudio siguié un protocolo controlado. La adaptacion de las LC, asi como las
pruebas para el seguimiento del comportamiento de las mismas (preliminar, 1 noche,
15 dias, 6 meses y 12 meses) se llevaron a cabo en la clinica de la Facultad de Optica
y Optometria de la Universidad Complutense de Madrid. Las medidas para el
seguimiento del propio estudio (antes de comenzar el tratamiento, al mes y al afio del
comienzo del tratamiento y tras 1 mes de la retirada de las lentes) fueron realizadas en
la clinica oftalmoldgica Vissum de Madrid. La tabla 3.1. muestra los examenes

llevados a cabo en cada una de las visitas realizadas.
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Tabla 3.1. Exdmenes realizados por visita.

Analisis Preliminar 1 Lo 1 6 1 13 3
dia dias mes meses afio meses afios

Topografia X X X X X X X X

AV X X X X X X X X
Refraccion X X X X

Biomicroscopia X X X X X X X X

Estesiometria X X X X X

Confocal X X X X X

Todas las pruebas se realizaron siguiendo las recomendaciones de los fabricantes de
los instrumentos o de acuerdo a lo descrito en la bibliografia. Los exdmenes
preliminares fueron llevados a cabo por el mismo profesional para cada paciente y en
el mismo orden: topografia corneal mediante el uso del topografo Atlas 9000 (Carl

Zeiss, Jena, Alemania), AV LogMAR haciendo uso de las cartas EDTRS, refraccion

subjetiva y examen con lampara de hendidura.

3.2.1. Adaptacion de lentes.

Se utilizaron dos tipos de lentes de contacto de nueva generacién de geometria

inversa para el tratamiento de OKN:

e Disefio 1: Paragon CRT® (Figura 3.1a), cuya composicion es HDS100 y tiene

un diametro de 10,5 mm (Paragon Vision Sciences, Interlenco, Madrid,

Espafia).

e Disefio 2: Seefree® (Figura 3.1b), cuya composicién es Boston XO, y tiene un

diametro de 10,8 mm (Condptica, Barcelona, Espafia).
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Figura 3.1. Disefio geométrico de las lentes de OK utilizadas en el estudio, donde a) Paragon CRT
(fuente: https://www.artoptical.com/storage/docs/ParagonCRTFittingGuide04-04.pdf) y b) Seefree
(cortesia de Conoptica).

La adaptacion de las lentes (Anexo 4 y Anexo 5) fue llevada a cabo por dos

contactélogos (MN y GF) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. En el caso
del Disefio 1, las especificaciones de las lentes fueron determinadas por la regla de
calculo provista por el proveedor de las lentes CRT (Figura 3.2a). Para el Disefio 2, las
especificaciones de las lentes fueron calculadas con el médulo de calculo informético
(Figura 3.2b) del topografo Oculus Easygraph (Oculus Optikgeraete GMBH, Oculus,

Conoptica, Barcelona, Espafia).
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Figura 3.2. a) Regla de calculo para las lentes CRT® y b) médulo informatico de calculo para las lentes
Seefree®.

Los usuarios de las lentes de OK fueron instruidos en dormir un minimo de 8h cada
noche. Tras la primera noche de uso, se realizaron una serie de examenes
preliminares: AV, refraccién y lampara de hendidura, asi como una topografia (Figura
3.3) para verificar los cambios topograficos y comprobar si el mapa diferencial
correspondia con un patron topografico en forma de ojo de buey centrado. A los 15
dias de tratamiento se procedié de igual modo para comprobar que la adaptacion
fuese Optima y asi proceder al alta de la adaptacion de las LC.

Figura 3.3. Realizacion de topografias con el topografo Atlas9000.

Ademas de las visitas planeadas, se realizaron evaluaciones individualizadas a
aquellos participantes que asi lo demandaron debido a cualquier signo o sintoma
asociado a una posible complicacion contactolégica. El examen de la salud ocular fue
realizado con lampara de hendidura e incluyé la evaluacion de la coérnea, la conjuntiva

y los anejos oculares para descartar cualquier anormalidad que pudiera influir en los
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resultados o contraindicar el tratamiento de OK, como por ejemplo blefaritis,
conjuntivitis o disfuncion de las glandulas de Meibomio. Para valorar la preservacion
de la superficie corneal anterior se realizo tincion con fluoresceina en todas las visitas

de seguimiento.

Para el correcto uso y limpieza de las lentes, se proporcionaron instrucciones de forma
verbal y escrita. Antes de insertar las lentes por la noche los participantes debian
poner una gota de lagrima artificial Moisture Drops® (Avizor, Madrid, Espafia) dentro de
la lente de contacto. Del mismo modo, debian poner otra gota de lagrima artificial
antes de retirarse las lentes cada mafiana. Todos los participantes usaron el mismo
tipo de lagrima artificial durante el estudio. Para la limpieza de las lentes, todos los
participantes usaron diariamente solucién multiuso MeniCare Plus® (Menicon Co., Ltd,
Nagoya, Japén) todo en 1y de forma quincenal realizaron una limpieza mas profunda

para eliminar proteinas con Menicon Progent® (Menicon Co., Ltd, Nagoya, Japén).

3.3. PROCEDIMIENTO INSTRUMENTAL.

Los sujetos fueron examinados en 4 visitas separadas, antes de comenzar el
tratamiento, al mes y al afio de comenzar el tratamiento y 1 mes después de acabar el
primer afio de tratamiento. En cada visita, ademas de los exdmenes preliminares (AV y
examen con lampara de hendidura), un clinico experimentado llevd a cabo dos
examenes entre 2 y 4 horas después de la retirada de lentes: la sensibilidad corneal
mediante el uso de un estesibmetro Cochet-Bonnet (Lunneau, Paris, Francia) y la
morfologia del plexo nervioso sub-basal con el uso conjunto del microscopio confocal
laser Heidelberg Retina Tomograph 1l (HRT, Heidelberg Engineering GmbH,

Heidelberg, Alemania) y del médulo corneal Rostock (RCM).

3.3.1. Estesidémetro corneal.

El estesiometro Cochet-Bonnet consiste en un monofilamento de nylon de 0,12 mm de
didmetro con longitud variable (0-60 mm), que aplica una presion variable en la cérnea
entre 11 y 200 mg/0.0113 mm?®. Para la normalizacién de la presion aplicada se tomo

como criterio el primer sesgo del filamento.
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3.3.1.1. Montaje Instrumental.

Se tomaron 4 medidas de la sensibilidad, 2 en 4pex corneal y otras 2 a 3 mm en zona
temporal al apex. El estesiometro se monto sobre una ldmpara de hendidura, como se

78 (Figura 3.4), para refinar la precision del test. Para obtener

ha descrito previamente
la medida central, se les pidi6 a los participantes mirar fijamente un punto alineado con
sus ejes visuales situado en el biomicroscopio. Para la medida medio-periférica los
sujetos debian mirar fijamente un punto a 30 cm de sus 0jos, con un angulo de

rotacion de 0,6° nasal.

Figura 3.4. Montaje experimental del estesiometro corneal sobre ldmpara de hendidura. Donde M
montaje, E estesiometro y F filamento. Imagenes obtenidas por Maria Nombela.

3.3.2. Microscopio confocal in vivo.

El microscopio confocal utilizado para la evaluacion morfol6gica del epitelio corneal fue
el laser Heidelberg Retina Tomograph Il (HRT, Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Alemania) en conjuncion con el médulo corneal Rostock (RCM), como se

menciono previamente.
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El mdédulo RCM utiliza una radiacion monocromatica laser (A=670nm) que evita las
aberraciones crométicas y proporciona imagenes extremadamente nitidas. Este
mdédulo consta de una lente de alta potencia que proporciona un foco de laser inferior
a 1 mm de diametro. Esta lente, combinada con un mecanismo para el desplazamiento
antero-posterior del foco (z-scan) permite cambiar el plano confocal dentro de la

cérnea y tomar imagenes a diferentes profundidades, sin perder nitidez.

Tras ensamblar el mdédulo sobre el microscopio, se colocé encima de éste un
capuchon (TomoCap) de PMMA estéril, que proporciond un area de contacto higiénica
y mantuvo constante la distancia entre el microscopio y la cérnea, aplanandola

ligeramente.

El mantenimiento de la interfase Optica y la preservacion de la cérnea del sujeto se
consigue mediante la aplicacion de un carboémero en gel liquido, con una
concentracion de 2mg/g (Viscotears®, Novartis Farmacéutica, Barcelona, Espafia), en
las dos caras del capuchon. Se introdujeron los datos del paciente en el sistema y se
enfoco sobre la superficie del Tomocap. En los casos en los que fue necesario, se
situé en cero la posicion de paquimetria. Antes de realizar el examen, se explico
detalladamente a cada sujeto el procedimiento que se iba a llevar a cabo. Al ser una
prueba de contacto, la colaboracion del paciente es muy importante, por lo que para la
realizacion de la misma se instil6 una gota de anestésico tOpico, cuyos principios
activos comprendian tetracaina y nafazolina al 0,50% (Colircusi®, Alcon Cusi,
Barcelona, Espafia), en el férnix inferior del ojo del sujeto. Se instruy6 al paciente

como situarse en la mentonera y el punto de fijacion que debian mantener (Figura 3.5).

74

Metodologia




Figura 3.5. Microscopio confocal laser HRT II. Detalle de la posicién del paciente y del software donde
se muestra la capa analizada (PNSB) y una vista lateral de cérnea.

En el examen con el microscopio confocal in vivo se obtuvieron 4 videos por cada
sujeto, los dos primeros de cornea central (apex corneal) y los otros 2 de c6rnea medio
periférica (6.20° rotaciobn supero-nasal). Cada video incluia una secuencia de

imagenes que abarcaba desde el epitelio superficial hasta el estroma anterior.

3.3.2.1. Adquisicion de las imagenes.

El examen de microscopia confocal laser in vivo se realizd en el ojo derecho (OD) de
cada participante mediante el uso del médulo corneal RCM. El montaje del instrumento

se realiz6 siguiendo la técnica estandar®’*°%17

, que ha sido explicada con anterioridad.
Se instalé una camara de video externa, que permitié controlar la fijacién del paciente,
el centrado y la presion que se ejerce sobre la cérnea. De esta manera, el microscopio
hace contacto sobre ella justamente en el eje 6ptico (controlando los reflejos del laser
sobre la cérnea) para, de esta manera, poder tomar imagenes en planos paralelos a la
superficie corneal. Las imagenes tomadas fuera del eje Optico producen cortes
sagitales a través de las diferentes capas corneales (Figura 3.6). Se tuvo cuidado
también de no ejercer excesiva presion para evitar la formacion de pliegues y

mantener la integridad corneal, aunque es inevitable aplanarla ligeramente.

75

Metodologia




Figura 3.6. Seccién transversal de las diferentes capas corneales evaluadas con microscopio confocal
(estroma a la izquierda, plexo en el centro y epitelio en la esquina derecha). Imagen obtenida por Maria
Nombela.

Durante el examen, se le pidi6 a cada sujeto que mirase fijamente a dos puntos
diferentes, en dos disposiciones diferentes: en la primera, se evaluo la cérnea central
cuando fijaban un punto central en el instrumento. Para obtener la medida medio
periférica, los participantes miraban a un punto localizado a 1 metro de distancia de
sus 0jos. En esta segunda configuracion, la rotaciéon del ojo fue de 6.20° supero-nasal
y por consiguiente el centro de la seccion corneal medida se encontraba a 2,4 mm

inferior y 3,2 mm temporal al 4pex corneal (Anexo 6).

En las visitas previa y posterior al tratamiento, todos los sujetos llevaron una LC
(Proclear® 1 Day, Coopervision, Madrid, Espafia) en el ojo contralateral (izquierdo)
para permitirles enfocar adecuadamente el punto de fijacion durante el examen, dado
que en dichas revisiones presentaban toda su correccion refractiva, que no les
permitia enfocar a 1 metro de distancia sin compensacién Optica. En las visitas de un
mes y un afio los sujetos estaban emetropizados debido a la OK, por lo que el punto
de fijacion podia ser visto nitidamente sin necesidad de usar una LC en el ojo

contralateral.

El RCM se configuré en “modo volumen”, también conocido como z-scan, para grabar
un video de las diferentes capas de la cérnea hasta una profundidad de 80 um. Para
gue el test fuera valido, la direccién de mirada no podia cambiar durante el examen.
Como se coment6 anteriormente, el modo z-scan permite al operador identificar los

cambios de mirada del sujeto, aumentando la fiabilidad de las medidas tomadas.
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Cada examen llevd aproximadamente 6 segundos, lo que minimizé el numero de
videos descartados debido a los cambios de fijacion. Los videos fueron transformados

en una serie de 40 imagenes bidimensionales de 250x250 ym (Figura 3.7).

Los grupos de imagenes fueron codificadas numérica y aleatoriamente por una

persona ajena al estudio, de forma que su posterior evaluacion fuera enmascarada y

no se viera influenciada por el investigador ni se produjera un sesgo en los resultados.

Figura 3.7. Grupo de imagenes perteneciente a las capas del epitelio, membrana de Bowman y
estroma. Imagenes obtenidas con el microscopio confocal por Maria Nombela.

3.3.2.2. Andlisis de las imagenes.

El analisis de las imagenes fue llevado a cabo por un Unico y experimentado
profesional usando 3 tipos diferentes de software, ademas del propio software del

microscopio:
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e ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/ -U.S. National Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, Estados Unidos)

o NeuronJ (https://imagescience.org/meijering/software/neuronj/) -University Medical

Center, Réterdam, Paises Bajos)

e Matlab (https://es.mathworks.com/products/matlab.html -MatLab; The Mathworks,

Natick, Massachusetts, Estados Unidos).

Cada uno de estos 4 programas se usoé para evaluar diferentes parametros del epitelio
corneal. El software del microscopio confocal se utilizé para analizar los espesores
corneales. ImageJ se uso para calcular la densidad de células epiteliales y evaluar los
cambios morfolégicos en algunos de los parametros del plexo nervioso, como la
reflectividad global y local, anchura y orientacion de los nervios y nimero de células de
Langerhans. NeuronJ se us6 para medir la reflectividad nerviosa, el nimero y longitud
de los nervios y la densidad nerviosa y finalmente Matlab se destind a calcular la

tortuosidad nerviosa.

Tras el barrido continuo de la cérnea con el microscopio confocal, el propio software
aporta una grafica bidimensional (Figura 3.8) donde se pueden observar las diferentes
intensidades reflectivas (eje vertical) en funcion de la profundidad en la cérnea (eje
horizontal). De esta manera se pueden obtener los espesores de las diferentes
estructuras corneales. La fiabilidad de esta técnica ha sido demostrada con

anterioridad*®°.

Figura 3.8. Perfil de intensidad luminosa de la cdrnea central. Los picos de intensidad representan a)
epitelio superficial, b) plexo nervioso, c) estroma anterior y d) endotelio.
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Los espesores fueron definidos como 1) epitelio corneal, distancia entre (a) y (b) y 2)
PNSB-Bowman, distancia entre (b) y (c). Ademas, se realizé un reconocimiento visual
de este segundo recorrido para diferenciar los espesores del plexo nervioso y de la
membrana de Bowman, por separado. La division del PNSB se defini6 como la
distancia entre (b) y la primera imagen donde no se observaba ninguna fibra nerviosa.
Y desde esa imagen hasta (c) se consideré6 como el espesor de la membrana de

Bowman. Esta distribucién ha sido sugerida previamente®8*,

La determinacion de la densidad de las células epiteliales se realiz6 mediante el uso
de ImageJ™, que es un programa del Instituto Nacional de Salud Americano basado
en lenguaje Java. De cada evaluacion llevada a cabo con el microscopio, se
preseleccionaron 3 imagenes correspondientes a la capa de células superficiales,
intermedias y basales, respectivamente. La imagen de células superficiales
preseleccionada fue la primera imagen enfocada de estas células donde presentaban
un tamafio mayor a 25 um. El tamafio limitante fue elegido en base a investigaciones
previas donde se ha determinado el tamafio medio de las células superficiales'®*. La
imagen idonea para evaluar las células intermedias fue considerada como aquella
situada 6 um por detrds de la imagen considerada para evaluar las células
superficiales, siempre que el tamafio fuera menor a 25 um. La distancia de 6 um fue
escogida en base a la profundidad de foco del instrumento, que son 2 um. Por lo que
entre la imagen escogida de células superficiales e intermedias habia una separacion
de 3 imagenes. Para la seleccion de la imagen de células basales se tomé como
referencia el comienzo del plexo nervioso. Desde dicha imagen se eligié la tercera
imagen contada en direccion al epitelio anterior, es decir, unas 6 um de separacion
gue permiten discriminar una imagen libre de nervios. A cada serie de 3 imagenes se
le realizaron una serie de transformaciones con ImagelJ, para obtener la densidad
celular en cada una de las capas. Esta serie de transformaciones ha sido descrita

182

previamente™“ y consta de las siguientes fases que aparecen en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Fases para el recuento celular

Proceso Funcién

Transformar imagen a 8 bit Requisito para trabajar con las imagenes*
Homogeneizar Ajusta el brillo para uniformar el campo
Umbral auto (70%) Convierte en imagen binaria

Ruido Elimina pequefios objetos

Analizar Cuenta las células

*Las imagenes obtenidas con el HRT son por defecto en 8 hit por lo que este paso no fue necesario

llevarlo a cabo.

La figura 3.9 muestra una imagen que ha sido procesada con ImageJ segun las fases
descritas en la tabla 3.2. El recuento de células del epitelio se obtiene de forma
automética (en la imagen se observa un circulo rosa rodeando el numero de células de
dicha medida).

File Edit mage Process Anahze Plugins Window Help
QO A+NAQD S =l S
Imaged 1 471/ Java 1.6.0_24 (32-bi0

Figura 3.9. Recuento celular con ImageJ.

Las imagenes pertenecientes al PNSB fueron enlazadas en un video con ImageJ,
mediante el uso de la funcion “concatenacion”, para su andlisis posterior. En primer
lugar, se obtuvo la reflectividad total del plexo mediante el analisis del histograma de
dichas imagenes. En segundo lugar, se utiliz6 la secuencia “live” del programa, que

permite el desplazamiento por las diferentes imagenes concatenadas, para analizar el
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histograma individual de cada una de las imagenes que componian el video del plexo
nervioso. De esta forma, se midié la reflectividad local, que es aquella medida en cada
una de las imagenes individuales. La imagen con mejor reflectividad fue seleccionada
para evaluar los parametros morfologicos del PNSB. Es necesario resaltar que el valor
de reflectividad global y local con el programa ImageJ se genera en valores de gris,
que es un numero entre 0 y 255, donde 0 es el negro absoluto y 255 corresponde al
blanco absoluto. Sin embargo, la reflectividad se mide en valores entre 0 y 1, donde 0
es negro y 1 blanco. Teniendo esta relaciébn en cuenta, los datos obtenidos con

ImageJ fueron post-procesados para obtener valores reales de reflectividad.

Ademas, utilizando ImageJ se obtuvieron las medidas de anchura y orientacién de los
nervios y la densidad de células de Langerhans, en la imagen mejor enfocada. Cada

imagen evaluada representaba un area corneal de 62500 um.

Para medir la anchura de los nervios se proporciondé un aumento de M = 300x a la
imagen elegida. Se tomd una linea de calibracién y se llevé a cabo la medida en 4
puntos equidistantes a lo largo del nervio para aumentar la fiabilidad de la misma. Este
procedimiento ha sido llevado a cabo con anterioridad por otros autores'*. Para el
célculo de la orientacion se eliminé el aumento de la imagen y se trazé otra linea de
calibracion entre los extremos del nervio. Al hacerlo, el sistema presenta un valor de
angulo con la horizontal (Figura 3.10a). Esta medida también fue realizada 4 veces por
nervio para garantizar la fiabilidad de la medida. Sin embargo, para el tratamiento

estadistico de los datos, se registraron los valores medios de cada variable.

Las células de Langerhans fueron contadas en cada imagen por un Unico observador
experimentado de acuerdo al protocolo explicado con anterioridad para el recuento de

células epiteliales (Figura 3.10b).
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Figura 3.10. a) Medida de la orientacién y b) de las células de Langerhans usando ImageJ.

La misma imagen en la que se realiz6 el analisis de los parametros morfologicos del

J¥ que es una extension creada para el software

PNSB se evalué con Neuron
ImageJ. Su fiabilidad ha sido recientemente confirmada'®*. Con esta extensién se
determind la reflectividad, el nimero y longitud de nervios asi como la densidad
nerviosa, en la imagen mejor enfocada de dicha estructura corneal. El programa tiene
una accién de “afiadir trazados” (Figura 3.11), que tras ser pulsado realiza una serie
de operaciones de procesamiento de imagenes necesarias para el algoritmo de

trazado.

Figura 3.11. Trazado de nervios con el uso de NeuronJ.
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El trazado se inicia al pulsar el botdn izquierdo del ratén sobre la imagen y el propio
programa calcula el recorrido del nervio hasta su fin, que concluye con la pulsacion del
tabulador del teclado. Para la colocacion exacta del punto de partida, el programa lleva
a cabo un avance informativo local. Esto significa que cuando se desplaza el raton por
encima de la imagen sin haberlo pulsado, el programa pre-calcula donde puede
comenzar el nervio y lo indica mediante un cursor rojo. Este trazado se llevé a cabo en
los nervios principales de la imagen, pero las bifurcaciones de los mismos no fueron
incluidas en el recuento. Al finalizar el trazado de todos los nervios de la imagen, se
selecciond la accion “medida de trazados”. Se pueden llevar a cabo 3 tipos de medida:
en grupo, por trazado y por puntos de control. Cada uno de ellos se presenta en un
cuadro de diadlogo diferente. Del trazado en grupo (Figura 3.12) se obtuvo el nUmero
de nervios, la longitud media y total de los mismos y el valor medio de la reflectividad
nerviosa. Los valores de reflectividad medios, que son presentados por el programa en
niveles de gris, fueron post-procesados igual que los valores de la reflectividad global y
local.

[ 1 AESE
File

I
image [Type [Count [SumLen (pix] [Mean Len [pig [SD Len [pix] [Min Len [pbq [Max Len [pix] [Mean Val (au.] [SD vai[a.u] [MinVal[a.u] [MaxVal[au] |~
Number of Nerves Al (8)  QRo21.15 ) ((GES.144) 28236 318.67 395.799 164.224 57769 45 255

Figura 3.12. Trazado de nervios en grupo con NeuronJ.

En cada imagen los valores de longitud son dados en pixeles, por lo que fueron

convertidos a micras (Ecuacion 3.1).

2
L(um) = L,, (pix) X 3’222—% Ecuacion 3.1

El indice de densidad nerviosa fue definido como la longitud total expresado en micras

por unidad de area medida en mm? (Ecuacion 3.2).

p(L) ( e ) = Lt (um) x S S— Ecuacion 3.2

mm?2 0,0625 (mm?2)
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Donde L es la longitud calculada en micras (um), L, la longitud media de los nervios
individuales medido en pixeles, L; la longitud total en micras (que se obtiene
cambiando L, por el valor de la longitud total de los nervios en una imagen en la
ecuacion 3.1), n el numero de nervios en dicha imagen y p|[L] el indice de densidad

medido en micras por milimetro cuadrado (um/mm?).

Las coordenadas espaciales de cada uno de los nervios se obtuvieron del trazado por
puntos de control (Figura 3.13).

Estas coordenadas fueron grabadas en bases de Excel para ser post-procesadas

posteriormente con Matlab, que es un software informético de programacion.

File Edit Font
,!-':EL- [Tracing [Segment [Vertex [X[poq [V[piq [Vaifau] ~
wwumber of Nenves NI 1 [*] 172 B3 184
( Number of Merves N1 1 65 176 58 210 \
Number of Nerves NI (| (511 178 53 212
Number of Nerves NI 1 67 160 48 207
Number of Nerves NI I 3] 181 a3 235
Number of Merves N1 1 69 182 38 191
MNumber of Merves N1 i 70 181 33 158
MNumber of Mérves NI 1 T 181 2 250
Mumber of Merves NI 1 12 181 23 a5
Number of Nerves NI 1 73 180 18 247
\ Number of Nerves N1 1 74 180 13 177 /
lymber of Merves NI ] 15 178 9 a0
[Rumber of Nerves N2 i ] 14 384 110
/ Number of Nenves N2 1 2 4 317 T
Murnber of Nerves N2 1 3 12 arz a5
Number of Nerves N2 1 4 11 367 B8
Number of Nerves N2 1 1 11 362 %0
Number of Nernves N2 1 [ 1 357 ai
Number of Nenwes N2 1 7 1 352 83
Number of Nerves N2 1 8 1 347 3
MurnDer of Merves N2 1 9 1" 342 143
Nurnber of Merves N2 1 0 1" 337 a
\ Humber of Nerves N2 i i 12 am 1z )
IMurmber of Nérves N2 1 12 i1 327 107 =
€ ¥

Figura 3.13. Trazado de nervios por puntos de control con NeuronJ. Los diferentes recuadros marcan la
divisién de coordenadas entre un nervio y otro.

La medida de la tortuosidad fue programada con Matlab mediante una serie de
célculos descritos anteriormente’* (Anexo 7). La figura 3.14. muestra las coordenadas
de los nervios en una imagen y el valor de tortuosidad (rodeado con un circulo en la

zona inferior izquierda). De forma paralela, las medidas de tortuosidad subjetiva fueron
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obtenidas llevando a cabo el mismo procedimiento descrito por Oliveira-Soto y
Efron'*®, quienes al observar la imagen mejor enfocada del PNSB asignaban un

determinado grado de tortuosidad a la misma.

) Figures - Figure 1

) MATLAB 7.11.0 (R2010b) 9(=1(E3]

File Edit Debug Parallel Deskiop ‘Window Help
NE| s R ¢ | BYER|@|EH¥MU@E

Shartcuts (2] How to Add  [2] What's New

File Edt View Insert Tools Debug Desktop Window Help ~ | 2 x

DEde | b|RKNOUDL- "BOE SO

filenameroot =

HNervesl

filensame =

Nervesl.xls

0 100 200 300 400

Figura 3.14. Calculo de la tortuosidad objetiva mediante el uso de Matlab.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Como se comentd anteriormente, las medidas fueron realizadas en el OD de los
sujetos. De esta forma, se pretendia disminuir la dependencia demostrada en las

diferentes caracteristicas entre los dos ojos de un mismo sujeto’®.

Por tanto, el
analisis estadistico se llevd a cabo en los datos concernientes a los OD de los sujetos.
Los datos fueron grabados en Excel (2003, Microsoft) para su posterior andlisis. Dicho
analisis fue llevado a cabo mediante dos programas diferentes de tratamiento
estadistico de datos, Statgraphics Centurion XVI version 16.1.17 (Warrenton, Estados
Unidos) y Sigmaplot versién 12 (Systat Software Inc, San José, Estados Unidos).
Todas las variables mostraron una distribucion Gaussiana de acuerdo al analisis de
Kolmogorov-Smirnov, y todos los datos figuran como media + desviacién estandar. El

nivel de confianza se estableci6 en p<0,05.

En los grupos del Estudio 1, se utilizé el analisis de varianza simple (ANOVA) para

comprobar el emparejamiento entre las variables definidas en los criterios de inclusion
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y también para comparar entre grupos el resto de las variables de estudio. Los
cambios a lo largo del tiempo en cada grupo se estudiaron con el andlisis de varianza
de medidas repetidas unifactorial (ANOVA) con correcciones post-hoc de Bonferroni.
Para aquellas variables que cambiaron significativamente a lo largo del tiempo, se
compararon los dos subgrupos de tratamiento de OK con el analisis de varianza
bifactorial (two way anova: grupo frente a tiempo) realizando un andlisis post-hoc de
muestras pareadas con correccion Bonferroni. Finalmente, en los andlisis
correspondientes al Estudio 2, donde se analizaron los efectos de la OK a mas largo
plazo, se compararon los resultados de las distintas variables entre los usuarios de 1
afo (Estudio 1) y 3 afios (Estudio 2) mediante el andlisis de t-student para muestras

independientes.
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Resultados y discusion

RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo esta enfocado en la descripcion y discusion detallada de los resultados
obtenidos en el Estudio 1 y el Estudio 2, descritos en la seccién de metodologia. Dado
gue la presente investigacion encierra un amplio abanico de parametros evaluados,
primeramente se expondran los resultados del Estudio 1 por partes, a la vez que se
irdn discutiendo. Posteriormente y teniendo en cuenta que el Estudio 1 fue realizado
con dos tipos de lentes de OK, se realizara una comparativa de las mismas y un
calculo de las posibles correlaciones entre parametros. Concluye el capitulo con la
exposicion y discusion de los datos del Estudio 2 y su comparativa con los

participantes del Estudio 1.

En la presente investigacion se llevaron a cabo un total de 992 videos en la cérnea de
87 sujetos con el microscopio confocal. De las 39680 imagenes obtenidas de dichos
videos, se evaluaron un total de 20832 pertenecientes al epitelio corneal, al PNSB y la
membrana de Bowman, para la recopilacion de los datos que se expondran a

continuacion.

4.1. ESTUDIO 1

4.1.1. Datos preliminares.

La muestra final de poblacion fue de 71 sujetos, de los cuales 35 constituyeron el
grupo CRT, 21 el grupo SF y 15 el grupo control. Todos los sujetos tenian edades
comprendidas entre 18 y 30 afios y presentaron una distribucion homogénea respecto

al género (p > 0.05, prueba x°).

La tabla 4.1. muestra la distribucion de las variables descriptivas, refractivas y
topogréficas para cada grupo antes de comenzar el tratamiento. En la tabla se observa
gue todas las variables estaban emparejadas (p>0.05) segun el analisis de varianza
ANOVA simple.
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Tabla 4.1. Datos descriptivos de variables refractivas y corneales en la medida
preliminar y comparativa entre grupos del Estudio 1 por analisis de varianza.

_valor Grupo CRT Grupo SF Grupo Control
P (n=35) (n=21) (n=15)
. variable | | m:DE

Hombre/Mujer (n) - 16/19 8/13 9/6
Edad (afios) 0.53 23.90 £ 3.70 25.81+4.14 25.60 = 3.30
AV yc (logMAR) 0.51 -0.06 £ 0.06 -0.12 + 0.05 -0.08 + 0.06
@ corneal (mm) 0.39 12.40 £ 0.30 12.30 £ 0.30 12.40+£0.20
Esfera (D) 0.14 -2.10 £ 0.96 -2.11 £ 0.96 -2.89 £ 1.30
Cilindro (D) 0.17 -0.16 £ 0.26 -0.19£0.28 -0.31+£0.41
Meridiano curvo (D) 0.56 43.27 +1.48 43.36 +1.32 43.03+1.95
Meridiano plano (D) 0.43 44.02 + 1.56 44.01 +1.43 43.63 +1.76

n nimero de sujetos por grupo, m media, DE desviacion estandar, AVmc Agudeza visual mejor
compensada, @ didmetro, mm milimetros y D dioptrias. p-valor corresponde con andlisis de varianza

simple.

En la tabla 4.2. se presentan los valores de AV obtenidos en las diferentes visitas de
seguimiento. Se puede comprobar que la AV sin compensacién medida durante el uso
de las LC no cambio respecto a los valores basales en cada grupo. Asimismo, no se
encontraron cambios tras retirar las LC en los grupos de tratamiento y tampoco se
produjeron variaciones de esta variable en el grupo control a lo largo del tiempo. En
esta misma linea, la progresion de los valores refractivos y topogréficos durante el
tratamiento de OK y tras la retirada de LC han sido estudiadas con anterioridad®%%1%’,
Los cambios reportados incluian una disminucion de la refraccion hacia la
emetropizacion de los sujetos y un aplanamiento de la potencia de los meridianos
corneales en miopes, como también ha sucedido en este estudio. Ademds, la
correlacion entre el cambio en el meridiano més plano y la disminucién del error
refractivo ha sido establecida por varios grupos de investigacion'*'#>'% Del mismo
modo, también se ha comprobado que los cambios generados revierten tras el cese de
las lentes**®2. Dado el grado de establecimiento de dichos hallazgos, no es objeto de
esta investigacion evaluar dichos cambios. Sin embargo, para garantizar la calidad

visual durante la OK se realiz6 la medida de la AV con la mejor compensacién
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(LogMAR) en todas las visitas de estudio. Lo interesante de la tabla 4.2. es que refleja
la estabilidad de la AV a lo largo de todo el tratamiento, coincidiendo con otros
estudios tal y como se comentd en capitulos anteriores. La evaluacion de la fisiologia
ocular también fue llevada a cabo en todas las visitas y no se encontraron signos
relevantes que pusiesen de manifiesto que la superficie corneal anterior estuviese

comprometida durante el estudio.

Tabla 4.2. Cambio de la agudeza visual inducidos por ortoqueratologia a lo largo del
tiempo en el Estudio 1.

p-valor Preliminar 1 mes OK 1 afio OK Post-OK
e me
LogMAR
n =35 n =35 n=31 n=31
CRT 0.69 -0.06 £0.06 -0.08+0.05 -0.09+0.05 -0.07+0.07
n=21 n=21 n=19 n=19
SF 0.86 -0.12+0.05 -0.12+0.04 -0.14+0.07 -0.11+0.06
n=15 n=15 n=15
Control 0.78 -0.08+0.06 -0.09+0.07 -0.09+0.06 )

n ndmero de sujetos por visita, m media, DE desviacion estandar, MAVC mejor agudeza visual
compensada en visita preliminar y post-OK y sin compensacion 6ptica en las visitas de 1 mes y 1 afio. p-

valor corresponde con analisis de varianza de medidas repetidas.

Un 75% de sujetos control no asistieron a la visita de 13 meses, por lo que la muestra
se considerd insuficiente para realizar el andlisis estadistico y por tanto los datos
relativos a esta visita no han sido incluidos. Sin embargo, dado que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el periodo de un afio para este grupo, se

consider6 poco probable que este dato pudiera afectar a las conclusiones del estudio.

Como muestra la tabla 4.2, la AV se mantuvo siempre en valores normales, los
cuales presentaron una alta concordancia con los reportados para usuarios de OK
por Rah et al*® tras un mes de tratamiento (0.02 + 0.18), Hiraoka et al** después de
un uso minimo de las lentes de OK de 3 meses (-0.07 + 0.10) y Nieto-Bona et al*®
tras 1 afio de OK (-0.01 + 0.07). A lo largo del estudio, no se encontraron cambios
estadisticamente significativos cuando se compararon las medidas preliminares
obtenidas con la mejor compensacion y las medidas obtenidas a lo largo del
tratamiento de OK sin compensacion 6ptica. Esto, sumado al hecho de que un

elevado porcentaje de sujetos continué con el tratamiento tras la finalizacion del
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estudio (89%), apuntan a que la OK mejora la calidad de vida de los sujetos miopes y
su percepcion sobre su dependencia visual, coincidiendo de esta forma con lo

|l7l

sugerido por Berntsen et al'’* y Nieto-Bona'®.

4.1.2. Sensibilidad corneal.

La tabla 4.3. muestra los valores de sensibilidad corneal medidos con el estesiémetro
Cochet-Bonnet, que proporciona medidas en centimetros. Se han incluido los valores
por grupo de tratamiento. Para analizar sus cambios a lo largo del tiempo se realiz6 el
test de medidas repetidas 1-way ANOVA de andlisis de varianza y para verificar entre
gué visitas se produjeron diferencias significativas se realizé un post-hoc con
correccién de Bonferroni.

Tabla 4.3. Comparativa de la sensibilidad corneal a lo largo del tiempo por grupo y
localizacion de la cornea en el Estudio 1.

vaFL)I;)r Preliminar A1mes OK A1ainoOK APostOK
Sensibilidad
S
CRT n=235 n=35 n=31 n=31
Central <0.05 5.04+0.72 -0.23+0.66* 0.10+0.90 0.30+0.90°
Periférica | 0.07 | 5.29+0.67 -0.01+0.08 -0.05+0.96 0.38+0.64
SF n=21 n=21 n=19 n=19
Central 0.07 5.45+050 -0.05+0.67 -0.13+0.58 0.39+0.66°
Periférica | 0.10 | 5.41+0.51 -0.07+0.33 -0.17+0.59 0.32+0.48
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.18 # 5.06 £0.35 0.06 + 0.26 0.20 +0.30 -
Periférica | 0.19 | 4.94+0.42 -0.06+0.18 -0.10+0.11

A diferencia respecto del valor basal, cm centimetros, m media, DE desviacién estdndar, n niumero de OD
evaluados. p-valor corresponde con analisis de varianza de medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*)
diferencia entre 1 mes y basal para p<0.05. (¢) diferencia entre 1 afio y post-OK para p<0.05.

Como se puede observar en la tabla, la sensibilidad corneal central disminuyo
significativamente en el grupo CRT al mes del comienzo del tratamiento de OK (p =
0.04). Ademas se encontraron diferencias significativas entre las medidas post-
tratamiento y preliminar en los dos grupos de tratamiento para cdrnea central
(Pcrr=0.04, psr=0.03).

Los valores de sensibilidad corneal central medidos estaban dentro de los limites
normales, aunque ligeramente por debajo de los reportados en pacientes de LC de

hidrogel® y corneas sanas'®’. No se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas entre los grupos de tratamiento y control antes de comenzar el
tratamiento. Sin embargo, se detectd una disminucién significativa, aunque modesta,
en la sensibilidad corneal central en el grupo de CRT al mes de tratamiento (p=0.04).
Existe, por tanto, una discrepancia con el grupo SF al no encontrarse la misma
disminucion de la sensibilidad, aunque podria ser consecuencia del tamafio mas
pequefio de la muestra. Por otro lado, ninguno de los cambios producidos en cOrnea
medio periférica fue significativo, lo que esta en linea con los resultados reportados por

Lum et al*®%

, quienes postularon que los cambios en la sensibilidad corneal en
usuarios de LC de OK estarian limitados a la cornea central mientras que la
sensibilidad corneal medio periférica no se veria afectada. Ademas, se ha propuesto
que el cuadrante superior de la cornea en la zona medio periférica presenta una baja
sensibilidad, posiblemente debido a una adaptacion neuronal secundaria a la presion
continua del parpado superior**®. Durante el tratamiento de OK, la presién se ejerce
sobre la cornea completa, por lo que la reduccién de la sensibilidad corneal detectada
al mes de tratamiento podria estar relacionada con una adaptacion neuronal. Teniendo
esto en cuenta y tras comprobar la estabilidad de los valores de sensibilidad corneal al
afio de tratamiento respecto a los valores preliminares, se propone que dicha
adaptacion podria tener lugar en un periodo de tiempo comprendido entre el mes y el
afio de tratamiento. En linea con esta idea, otros autores® han observado
recientemente una recuperacion de la sensibilidad corneal tras 3 meses sin
tratamiento de OK, lo que estaria de acuerdo con el aumento significativo encontrado
en la sensibilidad corneal central entre las visitas de un afio de tratamiento y un mes

tras la retirada de LC en ambos grupos de tratamiento (pcrr=0.04, ps=0.03).

Aunque el estesibmetro Cochet-Bonnet se considera la prueba estandar para la

medida objetiva de la sensibilidad corneal***

, la actitud y aprension del sujeto podrian
generar cierto grado de desviacion en la toma de medidas. De hecho, se deben tomar
muchas precauciones para garantizar la fiabilidad de la medida. En este caso, se
realizaron fintas ocasionales cuando se acercaba el monofilamento al sujeto para
evitar falsos positivos. Por otro lado, los valores de sensibilidad corneal podrian haber
sido Optimos usando el estesidmetro de no contacto, ya que se ha demostrado que es
un instrumento mas concluyente en la toma de esta medida®®. Sin embargo, no se

pudo realizar con dicho instrumento por dificultades logisticas.
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4.1.3. Espesores corneales.

Para configurar este apartado se midieron 3 estratos corneales diferentes: el epitelio
celular, el plexo nervioso sub-basal y la membrana de Bowman. La variable nombrada
epitelio celular hace referencia al espesor de las capas de las células del epitelio. Por
otro lado, la variable epitelio corneal auna el espesor del epitelio celular y del plexo
nervioso. Adicionalmente se calcul6 una variable denominada Plexo+Bowman que
engloba el espesor de ambos estratos. La tabla 4.4. muestra la progresion de los
cambios producidos en todos los espesores citados [tabla 4.4a) estratos por sumatorio
y tabla 4.4b) estratos Unicos]. Los analisis que arrojaron valores p de ANOVA
significativos fueron los referentes al plexo nervioso y la membrana de Bowman. Sin
embargo, los valores p de ANOVA que comprendian el epitelio celular no fueron
significativos, lo que podria encontrar explicacion en las altas desviaciones estandar
encontradas para éste parametro. Por esta razoén, la discusion de los espesores se
realizard en porcentajes teniendo en cuenta los valores mostrados en la tabla de

espesores.

Existe un adelgazamiento en el centro del espesor del epitelio corneal (p=0.05) y del
epitelio celular (p=0.04) con el uso de lentes de OK a corto plazo en el grupo CRT,
como puede observarse en las tablas 4.4a y 4.4b respectivamente. Ademas a corto
plazo, se produjo un engrosamiento en la periferia del espesor del epitelio celular
(Pcrr=0.008 y pse=0.05) y del epitelio corneal (pcrr=0.007 y pse=0.05) en ambos
grupos de tratamiento. Al afio de tratamiento tanto el grupo CRT como el grupo SF
seguian mostrando valores disminuidos de ambos pardmetros en el centro (pcgrr=0.03
y pse=0.01) y valores aumentados en la periferia (pcrr=0.02 y pse=0.01) del epitelio
celular y en el centro (pcrr=0.05 y pse=0.02) y periferia (pcrr=0.05 y ps=0.01) del
epitelio corneal. No obstante, al concluir el estudio se produjo una recuperacion de los
valores preliminares al tratamiento en el centro (pcrr=0.005 y pse=0.02) y periferia
(Pcrr=0.02 y pse=0.03) del epitelio celular y en el centro (pcrr=0.02 y pse=0.04) y
periferia (pcrr=0.01 y ps=0.03) del epitelio corneal.

Acompafiando a estos cambios, se produjo un aumento del espesor del plexo nervioso
(p=0.05) y de la membrana de Bowman (p=0.002) en la periferia s6lo en el grupo CRT
al afo de OK, como muestra la tabla 4.4b. Dichos cambios también revirtieron a

valores preliminares al concluir el tratamiento (p=0.04 y p=0.04 respectivamente).
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Por ultimo, la tabla 4.4a pone de manifiesto un aumento de la variable denominada
Plexo+Bowman en el grupo CRT en la periferia al afio de tratamiento (p=0.03), que se
recupero tras la retirada de las lentes (p=0.01).

Tabla 4.4a. Comparativa de los espesores corneales a lo largo del tiempo por grupo y
localizacién de la cérnea (epitelio corneal, plexo nervioso+membrana de Bowman) en el
Estudio 1.

Espesores (um) p-valor Preliminar A1 mes OK A1afoOK A PostOK
| Epiteliocorneal | | m*DE |
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.38 46.7+12.8 -6.1+157* -75+145" 1.3+15.2°
Periférica  0.27 475+ 9.5 9.0+12.6° 7.4+129" 25+11.3°
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.71 475+8.9 -4.76+129 -52+11.9" -02+85°
Periférica 0.56 45.4 + 8.8 5.9+ 10.8* 7.3+15.7" 2.0+14.6°
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.66 42.4 + 8.6 -2.3+11.3 -2.1+125 -
Periférica - - - -
| Plexo+Bowman | | m + DE
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.33 18.4+35 -0.6 5.9 -2.3+6.5 -0.5+5.1
Periférica 0.09 20.6 +5.1 15+6.2 59+ 75" -1.7 +5.4°
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.45 18.9+4.2 -0.4+6.0 -0.6+4.8 -0.6+£5.9
Periférica 0.39 186 +4.1 -0.5+5.9 24+37 1.2+4.2
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.64 18.1+3.8 -0.3+6.4 -0.2+7.3 -
Periférica - - - -

A diferencia respecto del valor preliminar, pm micras, m media, DE desviacion estandar, n nimero de ojos
derechos evaluados por visita. El signo negativo implica una disminucién del parametro con respecto al
valor preliminar. p-valor corresponde con andlisis de varianza de medidas repetidas. Bonferroni post-hoc:
diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes de OK y el valor preliminar para p<0.05 (*) y p<0.01
(#). Denota diferencia estadisticamente significativa entre 1 afio de OK y el valor preliminar para p<0.05
(1). Diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes post-OK y 1 afio de OK para p<0.05 (o).
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Tabla 4.4b. Comparativa de los espesores corneales a lo largo del tiempo por grupo y
localizaciéon de la cornea (epitelio celular, plexo nervioso y membrana de Bowman) en
el Estudio 1.

Espesores (um) Preliminar A1 mes OK A1 afioOK A PostOK

EpitelioCelular . mzDE _ |

p-valor

CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central  0.52 38.2+89 -54+130¢* -7.7+118" 0.7=+12.7
Periférica 0.32 37.8+7.9 6.6+9.3* 80+123" 42+11.1°
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.64 399+7.8 -3.6+115 5.4+126" -1.2+7.0°
Periférica 0.60 36.8+6.9 48+ 11.4* 6.1+14.1" -1.7+10.3°
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.44 33.6+7.7 -1.4+£10.1 -3.0+11.6 -
Periférica - - - -
| Plexo | |  mfDE
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.84 10.3+2.0 -0.2+3.6 -0.8+3.2 -0.3+34
Periférica <0.05 12.1+4.4 25+53 32+6.2" -06+4.9°
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.33 10.7+ 2.1 -0.2+29 -0.1+2.0 0.8+4.2
Periférica 0.72 10.8 £ 1.7 -0.5+2.2 -0.5+2.6 0.1+29
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.29 99+1.3 04+11 -20+3.1 -
Periférica - - - -
Bowman |  m#DE |
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.45 8.7+2.8 -0.1+4.1 -1.16 4.9 -0.5+3.1
Periférica = <0.05 96+24 -0.9+3.3 3.2+22¢ -22+3.3%
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.42 8.8+1.9 1.5+35 -0.6 £3.9 0.3+3.3
Periférica 0.53 8.7+29 0.6 +3.5 1.0+34 1.0+£25
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.65 8.6+2.1 0.2+29 0.3+27 -
Periférica - - - -

A diferencia respecto del valor preliminar, pm micras, m media, DE desviacion estandar, n nimero de ojos

derechos evaluados por visita. El signo negativo implica una disminucién del parametro con respecto al

valor preliminar. p-valor corresponde con analisis de varianza de medidas repetidas. Bonferroni post-hoc:

diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes de OK y el valor preliminar para p<0.05 (*) y p<0.01

(#). Diferencia estadisticamente significativa entre 1 afio de OK y el valor preliminar para p<0.05 (1) y

p<0.01 (a). Diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes post-OK y 1 afio de OK para p<0.05 (¢) y

p<0.01 (A).

El adelgazamiento del epitelio celular central fue del 14% al mes de comenzar el

tratamiento y del 20% tras un afio en el grupo CRT. El cambio se produjo con mayor

impacto en la periferia, ya que el engrosamiento del epitelio celular fue del 17.5% al

mes y del 21.1% al afio de tratamiento. Este engrosamiento también se advirtié en el
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grupo SF a partir del mes, pero solo en periferia (13%). Si tenemos en cuenta la
proporcion obtenida en el grupo CRT donde el nimero de pacientes fue mayor, esto
podria explicar que el adelgazamiento del 9% del epitelio celular central observado en
el grupo SF no fuera significativo. Al igual que en el grupo CRT, el epitelio celular se
mantuvo adelgazado al afio de tratamiento en cérnea central (13.5%) y engrosado en

cérnea periférica (16.5%) en el grupo SF.

En el caso del epitelio corneal los porcentajes de cambio fueron similares a los del
epitelio celular. En el grupo CRT se produjo un engrosamiento periférico del 13% al
mes de comenzar el tratamiento que se mantuvo aumentado (15%) al afio de
tratamiento. Este cambio fue extensivo a cérnea central al afio de OK, donde se
produjo un adelgazamiento del 16%. En el grupo SF el engrosamiento producido al
mes de tratamiento fue del 12.9% en periferia. De nuevo, el porcentaje de cambio del
10% en el centro no fue suficiente para ser significativo. Ademas, tras un afio de OK el
valor en el grupo SF del espesor corneal central estaba disminuido (11%) y el del
espesor corneal periférico estaba aumentado (16%).

No obstante, tanto los valores del epitelio celular como del epitelio corneal se
recuperaron en ambas localizaciones tras un periodo de un mes sin usar las LC en los
dos grupos de tratamiento. La reversion de los cambios producidos en el espesor del
epitelio celular tras la retirada de lentes esta en linea con los hallazgos reportados por

Nieto-Bona et al®.

El adelgazamiento del espesor epitelial central en conjunto con el engrosamiento

151,176,186,194 en este

periférico concuerda con los resultados aportados por la literatura
area. Adicionalmente, los valores porcentuales reportados en esta investigacion
concuerdan con el 30% de adelgazamiento obtenido por Alharbi y Swarbrick™*, el 12%
encontrado por Haque et al'®® y los rangos reportados por Nieto-Bona et al de [13.5-
25%] para un periodo corto de uso de las lentes de OK* y de [17-32%] para un
periodo mas prolongado de OK*. Dada la variabilidad de respuestas porcentuales
entre estudios y teniendo en cuenta que los sujetos de la presente investigacion
presentaron estados refractivos emparejados al comienzo del propio estudio, esto
indicaria que cada cérnea analizada responde de forma diferente al tratamiento de OK.

Este concepto fue primeramente introducido por Lu et al'*®

quienes postularon que la
variabilidad de la respuesta del epitelio podria depender de la diferencia en la

maleabilidad corneal de los individuos.
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Por otro lado, los cambios en el plexo nervioso se manifestaron al afio de tratamiento
s6lo en el grupo CRT en la periferia (26.4%), aunque primeramente se percibié una
tendencia al engrosamiento de esta capa al mes de comenzar el estudio (p=0.09).
Este engrosamiento ocurrio de igual forma en el espesor de la membrana de Bowman
(33.3%) en la misma visita de seguimiento. Teniendo en cuenta estos cambios, era de
esperar que la variable Plexo+Bowman arrojara valores similares a los de los estratos
por separado, como asi sucedi6. El Unico cambio que se advirti6 en esta variable
coincidié en el tiempo y en la localizaciéon con los cambios producidos en el plexo y en
la membrana de Bowman por separado, y fue de un engrosamiento del 28.6% en
cérnea periférica. Todos los cambios producidos en estas 3 variables también se

recuperaron tras 1 mes de la retirada de lentes.

El impacto de la OK sobre el plexo nervioso y la membrana de Bowman es un tema de
discusion en curso. Se ha reportado un adelgazamiento irreversible en las capas del
plexo nervioso y la membrana de Bowman en cérnea central tras un tratamiento de
OK*3 No obstante, los autores instaron a la precaucién cuando se tomaran en
consideracion tales declaraciones dado que la muestra utilizada resulté insuficiente
para afirmarlo con rotundidad, concluyendo los autores que se necesitaban mas
estudios sobre el tema. Este fue uno de los motivos que dio lugar a la presente
investigacion. Por otro lado, en el presente estudio no se produjeron cambios en
cérnea central, aunque es interesante tener en cuenta que la tabla 4.4b refleja unos
rangos porcentuales de disminucién del plexo y la membrana de Bowman en cérnea
central al afio de tratamiento de hasta el 7% y el 13% respectivamente. La disparidad
encontrada entre los estudios podria venir dada porque el microscopio confocal
utilizado en la presente investigacion proporciona imagenes mas nitidas y por tanto

mas susceptibles de ser diferenciadas entre si.

Adicionalmente, el uso del microscopio confocal para la medida de los espesores

genera discrepancias entre la comunidad cientifica. Por un lado, Ivarsen et al'®

demostraron su fiabilidad, aunque apuntaron que se precisaria una exploracion

bidireccional, es decir de dentro hacia fuera y viceversa, para la mejora de la precision.

|197

Por otro lado, McLaren et al™' reportaron valores mayores de espesor medidos con el

microscopio confocal con respecto al paquimetro de ultrasonidos.

Al contrario que en cérnea central, se produjo un engrosamiento de la membrana de

Bowman en cérnea periférica, lo que estaria en linea con los resultados expuestos por

|194 |198

Frisani et al™" para usuarios de OK. En contraste, Lian et al~™® no encontraron cambios
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ni en el meridiano horizontal ni en el vertical de la membrana de Bowman en usuarios
de OK, analizando la variable por tomografia de coherencia 6ptica. Adicionalmente, en
nuestro estudio se produjo un engrosamiento del plexo nervioso periférico que hasta la
fecha no ha sido reportado por otros autores en usuarios de OK, pero que estaria en
linea con el engrosamiento periférico de la membrana de Bowman y del epitelio

corneal.

La recuperacién de los parametros aqui citados tras un mes de la retirada de lentes
pone de manifiesto la compatibilidad de la OK con las variables biométricas de la

cornea.

4.1.4. Densidad celular epitelial.

La tabla 4.5 recoge los valores correspondientes a la densidad de las diferentes capas

del epitelio: superficial, intermedia y basal.

La densidad de las células superficiales aumentd en el grupo CRT tras 1 mes de
tratamiento en cérnea central (p=0.04) y periférica (p=0.03) y siguié aumentada tras 1
afio de tratamiento en ambas localizaciones (p=0.02 y p=0.01 respectivamente), para
posteriormente disminuir tras la retirada de las mismas en cérnea central (p<0.001) y
periférica (p<0.01). A pesar de que no se produjeron cambios en la densidad de
células superficiales en el grupo SF, se observé una tendencia al aumento en cérnea

central (p=0.07) y periférica (p=0.06) en la visita de 1 afio.

Por otro lado, la densidad de células intermedias aumenté al afio de comenzar el
estudio en el grupo SF (p=0.001) en cornea central. Por el contrario, los cambios
producidos en esta variable en cornea periférica al afio de tratamiento no fueron
significativos, pero si mostraron una fuerte tendencia al aumento (p=0.06). En ambas
localizaciones, los valores de densidad celular intermedia se recuperaron tras la
retirada de lentes (p=0.01 y p=0.04 respectivamente). En el caso del grupo CRT se
produjo un aumento de la densidad de células intermedias al mes de tratamiento en
cérnea periférica (p=0.03) y se mantuvo aumentada al afio de tratamiento (p=0.002).
No obstante, no se produjo un aumento de esta variable en cérnea central, aunque se
observo una tendencia bastante marcada (p=0.08). Al igual que en el grupo SF, los
valores de densidad celular intermedia se recuperaron tras la retirada de lentes en

cornea central (p=0.001) y periférica (p=0.04).

99




Resultados y discusion

La densidad de células basales disminuyd primeramente en el grupo CRT al mes de
tratamiento en cornea central (p=0.03) y periférica (p=0.02). Tras un afio de
tratamiento, dicha disminucién se observé en ambos grupos de tratamiento en cornea
central (pcrr<0.001 y pse=0.04) y periférica (pcrr<0.001 y ps=0.05). Los valores
preliminares de la densidad de células epiteliales basales estaban recuperados en la
visita post-OK en cornea central (pcrr=0.01 y pse=0.05) y periférica (pcrr=0.01 y
pse=0.03).

Tabla 4.5. Comparativa en la densidad celular epitelial por localizaciébn corneal y
capas: superficial, intermedia y basal en el Estudio 1.

pCélulas A1mesOK A1afioOK A PostOK
epitelio (n/mm®)

p Superfical .. msDE____

p-valor = Preliminar

CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central <0.01 339 +110 194 + 158* 248 + 118" -13 + 102"
Periférica | <0.01 351 + 109 181 + 145* 221 + 183" -34 + 126"
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.05 309 + 99 188 + 132 223 +184 -19+ 144
Periférica  <0.05 387 +73 176 + 121 206 + 103 -25+212
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.50 413 + 146 41 + 56 52 +73 -
Periférica - - - -
. pintermedia |  m*DE |
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central <0.01 792 + 118 52 +132 88 +171 -93 + 168"
Periférica  <0.01 856 + 151 122 + 100* 158 + 183° -66 + 190"
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central <0.01 874 + 133 117 + 167 147 + 180° -57 +143°
Periférica | 0.27 850 + 142 64 + 149 74 + 154 -87 + 139°
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.70 908 + 113 -13+ 89 -21+113 -
Periférica - - - -
| __pBasal | m + DE
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central <0.01 4712 +930 -976+902* -1109+916° 342+ 1005°
Periférica | 0.51 4300 +574 -986 +871* -1155+911% 353+ 1083°
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.17 4365 + 575 -150 + 433 -354 + 601" 294 + 834°
Periférica | 0.57 4326 + 457 -150 + 532 -403 + 579" 322 + 643°
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.62 4538 + 365 -19+54 -21 + 86 -
Periférica - - - -

El signo negativo implica una disminucion del parametro con respecto al valor preliminar. A diferencia

respecto del valor preliminar, mm milimetros, m media, DE desviacién estandar, n nimero de OD/items

por visita, p densidad. p-valor corresponde con andlisis de varianza de medidas repetidas. Bonferroni

post-hoc: (*) diferencia entre 1 mes de OK y el valor basal para p<0.05. Diferencia entre 1 afio de OK y el
valor basal para p<0.05 (1) y p<0.01 (a). Diferencia entre 1 mes post-OK y 1 afio de OK para p<0.05 (9) y

p<0.01 (A).
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Los valores de densidad celular obtenidos en este estudio (tabla 4.5) concuerdan con
los reportados para usuarios de LC RGP™?® y LC de OK**?3**'% |a literatura
existente pone de manifiesto los cambios que se producen en las células epiteliales
con el uso de las LC de OK. Segin Choo et al'’® los primeros cambios en las células
epiteliales inducidos por OK suelen ser de compresion y deformacién. Compresion de
las células centrales y elongacion de las células adyacentes en medio-periferia en
pacientes miopes. Estos autores sugieren que se produce una transferencia de
contenido intracelular. Ademas si se aumenta el tiempo de uso de las LC, parece que
existen otros factores que afectan a la densidad celular como la mitosis celular'’®,
apoptosis (muerte programada), exfoliacién celular y redistribucién celular®. Los
datos de la tabla 4.5. registran una redistribucion de las capas del epitelio a lo largo del
tratamiento. A continuacién se discutiran dichos cambios por niveles: superficial,

intermedio y basal.

P?® y de LC de uso nocturno®®?

Ladage et al. demostraron que el uso de LC RG
provocan una disminucion de la muerte celular que alarga el proceso de exfoliacion
celular. Esto se traduce en un aumento de la densidad de células superficiales con
este tipo de LC, lo que concuerda con los datos obtenidos en los sujetos del grupo
CRT de nuestro estudio, donde la densidad de células superficiales aumentd a partir
del mes de uso de las lentes de OK en cornea central (p=0.04) y medio-periférica
(p=0.03) y se mantuvieron aumentados durante todo el tratamiento en ambas
localizaciones (p=0.02 y p=0.01 respectivamente), hasta su retorno a los valores
previos tras la retirada de LC tanto en cérnea central (p<0.001) como en medio
periférica (p<0.01). Por el contrario, no se encontraron cambios en la densidad de
células superficiales en el grupo SF. Sin embargo, y a pesar de no producirse
cambios, esta capa presentd una ligera tendencia al aumento al afio de tratamiento en
cérnea central (p=0.07) y medio-periférica (p=0.06) y posterior tendencia a la
disminucién tras la retirada de LC en ambas localizaciones (p=0.08 y p=0.10
respectivamente). Estos datos inducirian a pensar que la sutil divergencia reportada
entre los datos de los dos grupos de OK podria deberse a la diferencia entre el tamafio

de la muestra de los grupos.

En el caso de la densidad de células intermedias, se han reportado valores
porcentuales de visibilidad en usuarios de OK**®. Los hallazgos de Nieto-Bona et al
apuntaron a un aumento de la proporcién de células superficiales e intermedias vistas
a corto® y largo® plazo de uso de OK y su recuperacion tras el cese de las lentes

tanto en cornea central como en cérnea medio-periférica. Esta conclusion se ajustaria
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a los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que en el grupo SF se produjo un
aumento de la densidad de células intermedias al afio de tratamiento (p=0.001) y se
recuperaron los valores preliminares (p=0.01) tras la retirada de LC en cérnea central.
Ademas, en el grupo CRT se advirtié una tendencia al aumento de la densidad celular
al afo de OK (p=0.08) que volvio a los valores preliminares tras la retirada de LC

(p=0.001) también en cérnea central.

Similarmente ocurrié en cérnea medio-periférica, ya que en el grupo CRT se promovio
un aumento de la densidad de células intermedias al mes de empezar el estudio
(p=0.03), que se mantuvo durante todo el afio de tratamiento (p=0.002), y
posteriormente se dio una disminucion de la densidad de células intermedias en la
tltima visita del estudio (p=0.001). A pesar de que no se advirtieron cambios en
cérnea medio-periférica para el grupo SF durante el tratamiento, se produjo una fuerte
tendencia al aumento en la visita de un afio (p=0.06) y tras la retirada de las LC se

origind una recuperacion de los valores preliminares (p=0.04).

Se ha demostrado que el uso de las LC RGP ralentiza el movimiento normal de las
células basales del epitelio hacia la superficie en cérnea central®®. Esto se traduciria

y
€en usuarios

en una disminucion de la densidad celular basal, tal y como detectaron Ren et alt®®

IZOO |186 |35

Ladage et al™" en usuarios de LC RGP y Zong et al™ y Nieto-Bona et a
de OK. Estos hallazgos estdn en consonancia con los del presente estudio dado que
en coérnea central la densidad de células basales cay6é al mes de tratamiento en el
grupo CRT (p=0.03) y se mantuvo disminuida al afio de tratamiento (p<0.001). En el
caso del grupo SF la disminucion celular se produjo al afio de tratamiento (p=0.04). En
ambos grupos, los valores preliminares se recuperaron al concluir el estudio
(Pcrr=0.01 y pse=0.05). De igual forma ocurrié en cérnea medio-periférica, ya que la
disminucion de la densidad celular basal se not6 al mes de tratamiento en el grupo
CRT (p=0.02) y al afo en ambos grupos (pcrr<0.001 y ps=0.05) para
consecutivamente recuperarse los valores preliminares tras el cese de las LC
(Pcrr=0.01 y pse=0.03). De esta forma, los resultados presentados aqui parecen
apuntar a la ralentizacion del movimiento normal de las células basales, tal y como

referian los autores anteriormente mencionados3°186:199.200.202
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4.1.5. Morfologia del plexo sub-basal.

Dada la extension de los pardmetros evaluados en la morfologia del plexo nervioso,
los datos se han dispuesto en la tabla 4.6, que esta conformada por 4 sub-tablas:
seccion | datos reflectantes, seccion Il configuracion geométrica, seccion Il
densidades y seccién IV tortuosidad. En este caso, el formato sigue la misma linea
gue hasta ahora. Es decir, primero se expondrén los datos por tablas y posteriormente

se discutiran uno por uno para mayor comodidad para el lector.

Los valores de periferia para el grupo control no han sido incluidos porque no se
dispone de suficientes imagenes claras para la evaluacion de las mismas. En la
mayoria de los casos las pérdidas son porque esto sujetos presentaban una aprension

mayor al tacto corneal posiblemente por no ser usuarios de LC.

4.15.1. Datos reflectantes.

Sub-tabla 4.6. Seccion |. A continuacion se exponen los datos relativos a la
reflectividad del plexo completo (global), a la reflectividad de la imagen mejor enfocada
en el plexo (local) y a la reflectividad de los nervios en una imagen (nerviosa). En este
caso, todos los factores analizados se mantuvieron estables a lo largo del tratamiento
de OK.
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Tabla 4.6. Comparativa en la morfologia del plexo nervioso sub-basal por localizacion
corneal en el Estudio 1. Seccién I: reflectividad global, local y nerviosa.

(S:cl\(l:iSéBn ) p-valor Preliminar A1mes OK A1anoOK A Post OK
Reflectividad
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.22 0.33+0.06 -0.01+0.12 -0.02+0.06 0.01+0.05
Periférica 0.64 0.33+0.06 -0.01+0.09 0.01+0.05 0.01 +0.04
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.10 0.32+0.10 -0.01+0.10 -0.03+0.05 0.01+0.01
Periférica 0.80 0.33+0.08 0.01+0.08 0.01 +0.03 0.01 + 0.05
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.40 0.28+0.18 0.01 +0.07 0.01 +0.01 -
Periférica - - - -
Reflectividad
el | mee
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.46 0.36+0.10 -0.02+0.15 -0.02+0.09 -0.01+0.05
Periférica 0.50 0.35+0.08 -0.01+0.12 0.01+0.07 0.02 + 0.06
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.08 0.35+0.15 -0.01+0.15 -0.05+0.07 0.01+0.08
Periférica 0.79 0.36 +0.12 -0.00+0.10 0.01+0.06 -0.01+0.08
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.61 0.30+0.20 0.01+0.09 0.01 +0.02 -
Periférica - - - -
T
Nerviosa
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central 0.36 0.76 £0.03 -0.02+0.04 0.00£0.01 -0.01+0.07
Periférica 0.24 0.77+0.03 -0.03+0.04 0.00+0.01 0.00+£0.01
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central 0.39 0.76 £0.03 -0.03+0.04 0.00+0.01 0.00+0.01
Periférica 0.21 0.77 +0.03 0.01+0.04 0.00 +0.01 0.00 +0.01
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.65 0.69+0.02 0.04+0.01 0.01 +0.02 -
Periférica - - - -

El signo negativo implica una disminucion del parametro con respecto al valor preliminar. A diferencia
respecto del valor preliminar, m media, DE desviacién estandar, n nimero de OD evaluados por visita. p-
valor corresponde con analisis de varianza de medidas repetidas.

En 1980, Mertz*® descubrié que se produce un 4% de edema corneal como respuesta
fisioldégica durante la noche, debido a la falta de parpadeo y consecuentemente a la
disminucion de oxigeno. Cuando se produce un edema corneal, la estructura pierde
algo de su transparencia. Esto implica que cuando la luz entra en el ojo y choca con
estas opacificaciones, ésta se dispersa y genera una imagen mas reflectante del
epitelio vista bajo el microscopio. La reflectividad, por tanto, es un factor importante a
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analizar y su medida ofrece otra manera de comprobar el funcionamiento de las

estructuras corneales.

El hecho de que los valores de reflectividad global y local, que estan relacionados con
el plexo, se mantengan estables, es garantia de que en este estudio no se produjeron
edemas corneales por encima de la normalidad en usuarios de OK que indujeran una

falta de transparencia corneal.

En esta misma linea, los valores de reflectividad nerviosa también son estables,
aunque mas elevados que los citados anteriormente debido a que los nervios son
estructuras altamente reflectantes®®. Es mas, en el caso de los nervios, se ha
demostrado que valores disminuidos de reflectividad nerviosa se asocian con

patologias como el glaucoma®**®.

Finalmente, mas allA de discutir estos datos, que al no obtenerse cambios
significativos no seria necesario, es digno de mencion el hecho de que este
procedimiento metodoldgico se ha realizado por primera vez en usuarios de OK y en

usuarios de LC en general.

4.1.5.2. Datos geométricos.

Sub-tabla 4.6. Seccién Il. En la siguiente seccion se exponen los datos relativos a la
configuracion geométrica de los nervios: longitud, anchura y orientacion. Mientras que
la unidad de longitud y anchura son las micras, la orientacion se representa en grados.
Es importante sefialar que un aumento de los grados implica un giro de los nervios del

plexo en sentido anti-horario y una disminucion, un giro en sentido horario.

Ninguno de los factores analizados en esta seccion cambio a lo largo del estudio. Sin
embargo, se advierte una ligera tendencia de giro en sentido contrario a las agujas del
reloj en cornea periférica para los dos grupos de tratamiento CRT (p=0.06) y SF
(p=0.08).
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Tabla 4.6. Comparativa en la morfologia del plexo nervioso sub-basal por localizacion
corneal en el Estudio 1. Seccioén Il: longitud, anchura y orientacién de los nervios.

p-

valor

Longitud @) . m:DE __ |

0.55
0.12

0.20
0.51

0.42

0.31
0.49

0.27
0.81

0.55

0.87
0.06

0.29
0.08

0.71

PNSB
(Seccién 1)
CRT
Central
Periférica
SF
Central
Periférica
Control
Central
Periférica
CRT
Central
Periférica
SF
Central
Periférica
Control
Central
Periférica
| Orientacion () |
CRT
Central
Periférica
SF
Central
Periférica
Control
Central
Periférica

Preliminar

n=35
231.8+40.2
222.2 £ 66.3

n=21
194.3 + 66.6
217.7 £42.9

n=15
240.2 £50.8

n=35
2.43 £ 0.40
2.43+0.31

n=21
2.31+£0.44
2.25+0.24

n=15
2.44 £ 0.91

A1mesOK A1ainoOK A PostOK

n=35
-5.2 + 66.6
-15.4 + 83.5

n=21
5.88 + 80.3
14.2 + 68.6

n=15
28.9+50.8

n=35
-0.08 £ 0.44
-0.14 £ 0.35

n=21
-0.10 £ 0.26
-0.01 £0.28

n=15
0.20+0.91

n=17
-1.8+78.1
1.9+£98.9

n=15

-32.4+71.8

0.2+77.3

n=15
-4.4+10.9

n=17
-0.03+£0.43
-0.12 £ 0.44

n=15
-0.02 £ 0.48
-0.02 £ 0.44

n=15
0.04 £ 0.13

n=31
-13.7+72.4
-29.8 £ 96.2
n=19
7.7%+75.1
-35.6 + 96.6

_Anchura@m) | m:DE ___ |

n=31
0.08 £ 0.55
-0.15+0.70

n=19
-0.09 £ 0.34
-0.07 £ 0.40

n=35
93.7 + 28.5
96.1 +27.5

n=21
94.7 +27.4
99.6 + 28.7

n=15
89.2+37.4

n=35

7.3+35.9
3.7+30.5

n=21
8.6 £+ 38.7
7.4+525

n=15
4.2+39.4

n=17
6.3+41.8
18.1 + 48.6

n=15
-8.4+53.1
19.7 £ 54.4

n=15
0.8+44

n=31
-4.7 +55.2
5.0+ 39.8

n=19
0.8+51.6
21.2+545

El signo negativo implica una disminucion del parametro con respecto al valor preliminar. A diferencia

respecto del valor preliminar, um micras, (°) grados, m media, DE desviacion estandar, n nimero de ojos

derechos evaluados en cada visita. p-valor corresponde con andlisis de varianza de medidas repetidas.

Los datos obtenidos en esta seccidén mostraron una alta concordancia entre los valores

reportados para corneas normales*® y usuarios de LC hidrofilicas'®. Mientras que los

datos de longitud y orientacion se comportaron segun lo esperado a lo largo del

tratamiento, los valores estables de anchura estan en desacuerdo con los hallazgos

reportados por Oliveira-Soto y Efron'®, quienes observaron que los nervios corneales

en el plexo nervioso parecian ser mas estrechos en sujetos que usaban LC hidrofilicas

de uso nocturno frente a sujetos control no usuarios de LC. Sin embargo, los autores

aluden a la dificultad de visualizacion de los mismos debido al edema corneal por
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encima de la norma. En este estudio el edema corneal no superd la norma, como
ponen de manifiesto los valores de reflectividad global y local de la seccion anterior.
Por tanto, la discrepancia con los resultados reportados aqui podria deberse a que
estos autores utilizaron otro microscopio confocal, que podria ser la causa de una peor

visualizacion.

Paralelamente a este punto, la tendencia al giro de las fibras nerviosas esta en
consonancia con la redistribucion nerviosa reportada por Lum et al*®, cuando compar6
el mapeado de dos usuarios de lentes de OK de larga duracion frente a un no usuario
de LC.

4.1.5.3. Densidades.

Sub-tabla 4.6. Seccion lll. La siguiente seccion esta destinada a la exposicién del
namero de nervios en el plexo, densidad nerviosa y densidad de células de

Langerhans.

El nimero de nervios disminuye en cérnea central para ambos grupos de tratamiento
al mes de comenzar el estudio. Esta disminucion se mantiene al afio de tratamiento y
un mes tras la retirada de LC. Del mismo modo, ambos grupos presentaron valores
disminuidos en el numero de nervios en cornea periférica al afio de tratamiento y se

mantuvieron disminuidos en la visita post-tratamiento.

En el caso de la densidad nerviosa, se detect6 una disminucibn en ambas
localizaciones al afio de tratamiento. Estos valores se mantuvieron disminuidos a la

finalizaciéon del estudio.

La densidad de células de Langerhans no estuvo afectada en el grupo CRT, sin
embargo en el grupo SF se produjo un aumento de las mismas en cérnea central y
periférica al mes de tratamiento. Tras un mes de la retirada de las LC, los valores de
densidad de células de Langerhans en ambas localizaciones volvieron a los valores

preliminares.
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Tabla 4.6. Comparativa en la morfologia del plexo nervioso sub-basal por localizacion
corneal en el Estudio 1. Seccién Ill: nimero de nervios, densidad de nervios y densidad
de células de Langerhans.

CRT
Central
Periférica
SF
Central
Periférica
Control
Central
Periférica

CRT
Central
Periférica
SF
Central
Periférica
Control
Central
Periférica

<0.05
<0.05

<0.01
<0.05

0.48

0.72
0.26

<0.05
<0.05

0.90

n=35
11152 + 5011
10668 + 5369

n=21
9680 + 4214
10818 + 5154

n=15
11227 + 5912

n=35
70.40 + 46.88
55.36 + 35.68

n=21
54.08 + 29.28
66.40 + 33.28

n=15
37.76 + 37.53

n=35
-1956 + 5307
-2141 + 7087

n=21
-1281 + 7304

458 + 6280

n=15

4214 + 8034

n=35
-1.28 + 36.16
-1.28 +42.40

n=21

21.60 *+ 24.00*
14.24 + 28.48*

n=15
3.20+7.68

n=17
-2287 + 6082"
-4720 + 7055"

n=15
-4836 + 4767°
-4410 + 8468"

n=15

458 + 1327

n=17
10.72 + 43.04
9.60 + 44.32

n=15
10.72 £ 25.76
13.36 £+ 41.12

n=15
0.00+11.31

s oD ) b Preliminar  A1mesOK  A1afoOK A PostOK
| Nervios() | . m*DE |
CRT n=35 n=35 n=17 n=31
Central <0.05 4.59+1.87 -0.92 + 2.04* -0.79 + 2.02" -0.77 + 1.76°
Periférica  <0.01 = 4.56 + 1.58 -0.76 £ 2.05 -1.67 £ 1.84° -1.71 £ 1.90°
SF n=21 n=21 n=15 n=19
Central <0.01 4.81+1.63 -1.26 + 2.54* -1.91+2.12" -1.78 £ 1.80°
Periférica  <0.01 | 455+ 1.76 0.18 £+ 2.13 -1.50+2.71" -1.47 + 1.84°
Control n=15 n=15 n=15
Central 0.59 450+ 2.10 1.00 + 1.87 -0.40 £ 1.52 -
Periférica - - - -

p Nerviosa
e | mee

n=31
-1712 + 65117
-4037 + 6412°

n=19
-3224 + 42907
-3307 + 6335°

p Langerhans
Plammt mee

n=31
-2.24 + 39.84
-10.88 £ 41.44

n=19
5.28 +30.56°
0.76 + 42.24°

El signo negativo implica una disminucion del parametro con respecto al valor preliminar. A diferencia

respecto del valor preliminar, um micras, mm milimetros, m media, DE desviacion estandar, n nimero de

ojos derechos/items por visita. p-valor corresponde con andlisis de varianza de medidas repetidas.

Bonferroni post-hoc: (*) denota diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes de tratamiento y el

valor preliminar para p<0.05. Diferencia estadisticamente significativa entre 1 afio y el valor preliminar

para p<0.05 (1) y p<0.01 (a). Diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes post-tratamiento y el
valor preliminar para p<0.05 (}) y p<0.01 (€). (¢) indica diferencia estadisticamente significativa entre 1
mes post-tratamiento y 1 afio para p<0.05.

La densidad nerviosa y el nimero de nervios estan interrelacionados entre si de forma

directa. Tal y como se esperaba, ambos parametros cambiaron durante el tratamiento
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de OK. Los valores preliminares de estos dos parametros son ligeramente menores
que los encontrados en sujetos con corneas sanas”’’ y usuarios de LC de OK**, Esta
diferencia podria atribuirse al hecho de que en este estudio se consideraron sélo los
nervios principales de la imagen mejor enfocada mientras que otros autores incluyeron

todas las ramas nerviosas incluidos en las imagenes analizadas.

[*° han observado una reduccién de las fibras nerviosas en

Recientemente, Lum et a
respuesta a 3 meses de OK; con respecto al grupo control, esta reduccion fue
aproximadamente de un 31%. En 2010, Nieto-Bona reporté cambios corneales
producidos por las LC de OK tras 3 meses de uso, que incluian efectos en el plexo

nervioso sub-basal*®?.

En el presente estudio, se detect6 una tendencia a la
disminucion de la densidad nerviosa respecto de los valores preliminares
aproximadamente del 15% al mes de tratamiento y una disminucién significativa en
torno al 40% tras un afio de OK. El nimero de nervios observados en cérnea central
en ambos grupos tras un mes de tratamiento de OK cay0 significativamente
(pcr7=0.03 y pse=0.01). Ademas en la cérnea central, tanto la densidad nerviosa como
el nimero de nervios disminuyeron de forma significativa a lo largo del afio (pcrr=0.03,
Pse<0.01 y pcrr=0.02, pse=0.01 respectivamente). Este hecho es consistente con la
pérdida de fibras nerviosas central reportada por Lum et al®*®**. Nieto-Bona et al*®
también advirtieron una tendencia a la disminucion en este parametro usando un
procedimiento similar, pero subjetivo. En el presente estudio se utiliz6 una herramienta
objetiva (NeuronJ) para la toma de medidas y los datos aqui reportados coincidieron
con dicho estudio, aportando una evidencia de mayor potencia estadistica al tener un

mayor tamafio de muestra y seguir un procedimiento de medida mas fiable.

Los valores de densidad nerviosa y himero de nervios en cérnea central continuaron
disminuidos respecto de los valores preliminares (pcrr=0.04, psp=0.01 y pcrr=0.02,
pse=0.001 respectivamente) en la visita realizada al mes tras la interrupcion del
tratamiento de OK. En linea con este resultado y dada la descripcion previa de la
redistribucién de las fibras nerviosas hacia la periferia®, la disminucién en cérnea
periférica de la densidad nerviosa (pcrr=0.02, pse=0.05) y el nimero de nervios
(Pcrr=0.003, pse=0.04) detectada tras un afo de tratamiento es sorprendente. Una
posible explicacion para esta discrepancia con las observaciones previas® es que las
medidas expuestas aqui fueron tomadas en una zona mas periférica. De hecho, la
localizacién para la obtencion de la medida periférica se realiz6 a 4 mm infero-
temporal al apex corneal (Anexo 6) y por tanto es posible que esta medida medio-

periférica sea representativa de una region corneal por debajo de la banda de
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alineamiento en vez de en la zona de retorno o reservorio lagrimal bajo la LC de OK.
Esto podria explicar los valores de densidad nerviosa reducidos observados en cérnea
medio-periférica debidos al tratamiento. El hecho de que ambas variables no volvieran
a los valores preliminares (pcrr=0.001, psr=0.01 para la densidad nerviosa y
Pcrr<0.001, pse=0.005 para el numero de nervios) es consistente con la tendencia
reportada por Nieto-Bona'® y con el reciente estudio de Lum et al*®® donde apuntan a

un periodo de 3 meses para la recuperacion de estos parametros.

En resumen, la densidad nerviosa y el namero de nervios disminuyen con el
tratamiento de OK y se mantienen asi incluso tras retirar las LC durante un mes. A
pesar de esto, se aprecia una ligera tendencia a la recuperacion de ambos y, dadas
las recientes observaciones en las que se estima un periodo de recuperacion de 3
meses®®, seria razonable asumir un tiempo méas prolongado para la completa

recuperacion de los mismos.

La densidad de células de Langerhans fue diferente entre los grupos de tratamiento
(CRT y SF) y el grupo control en la medida preliminar y a lo largo del estudio. En el
grupo SF, durante la visita preliminar, las células de Langerhans fueron vistas
principalmente en cornea medio-periférica y mas raramente en cornea central, de
acuerdo con las observaciones de otros autores*®!3!, Ademas, la densidad de células
de Langerhans fue mayor en este grupo tanto en cornea central (p=0.04) como en
cérnea medio-periférica (p=0.05) tras un mes de tratamiento. Las funciones
inmunolégicas de las células dendriticas y su rol en la inflamacién corneal y ojo seco
estan ampliamente desarrolladas®’?%. Por tanto, es razonable asumir que la cérnea
respondera a las LC como si fueran un cuerpo extraiio mediante el aumento de las
células de Langerhans. Esta respuesta se debe probablemente a la irritacibn mecanica

y a la hipoxia asociada al uso de LC.

A los participantes de este estudio se les solicitd quitarse sus LC (si las usaban) 4
semanas antes de comenzar el estudio para asegurar que los niveles de la densidad
de células de Langerhans fueran iguales que los de una cdrnea que no hubiera usado
nunca LC. Sin embargo, los valores de células contadas en este estudio para el grupo
de tratamiento se encontraron ligeramente por encima de los valores reportados para
cérneas sanas por Zhivov et al* y Sindt et al*®. Por lo que cabria pensar que este
periodo de lavado de 4 semanas no seria suficiente o quizas los sujetos no siguieron
estrictamente las instrucciones dadas por el grupo de investigacién. En contraste, no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el grupo CRT, lo que
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sugiere que lo anteriormente expuesto podria deberse al incumplimiento de los
participantes y no a que el periodo de 4 semanas fuese insuficiente. Los valores
estables en este grupo podrian explicarse por las diferencias en geometria de las LC
de OK. En este caso, el mayor tamafio del didmetro de las LC (10.8 frente a 10.5 mm)
podria haber determinado que el recuento se realizara fuera de la zona de retorno.
Esta hipétesis vendria apoyada por el cambio en los radios corneales observados en
el mapa topografico tangencial tras el tratamiento en ambos grupos (Figura 4.1), lo que

esta directamente ligado a la presion ejercida por la LC sobre la cérnea.
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Figura 4.1. Cambio topografico de los radios corneales producidos por las 2 lentes de OK a lo largo de
los meridianos horizontal y vertical tras un mes de uso de las LC de OK. Las medidas fueron tomadas en
cada milimetro hasta un total de 4 mm desde el centro hacia los lados temporal y nasal o en direccion
superior o inferior. T temporal, C centro, N nasal, S superior, | inferior.

Como se puede observar, el comportamiento en la zona inferior donde se realizaron
las medidas con el confocal (I3) fueron ligeramente diferentes entre las dos LC,
aunque no de forma significativa (p>0.05). De ahi que la presién ejercida por la lente
CRT en ese punto fue més positiva que la observada con la lente SF y podria, en
parte, explicar las diferencias observadas en la densidad de células de Langerhans en
este estudio. Segun Zhivov et al*’, en ojos sanos estas células presentan mayor
densidad en zonas corneales periféricas que en centrales. Del reporte de este autor se
deduce un gradiente positivo periférico del 37%. Los resultados que se reportan en
este estudio indican gradientes similares para ambas LC (78% para CRT y 81% para
SF), que fueron sin embargo superiores a los valores citados por Zhivov et al*’; lo que
sugiere que nuestras medidas pudieron haberse realizado en una zona mas periférica.
Aunque la respuesta del gradiente positivo observado en las lentes SF era esperado®,
es decir, mas células en cornea central que en periferia, en el grupo CRT se observd

lo contrario. Esta respuesta diferente podria ser atribuida a un artefacto en la toma de
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la medida, dado el area tan pequefio de andlisis con el microscopio confocal. Al afio de
tratamiento, se observo una ligera tendencia al aumento de las células de Langerhans.
No obstante, el tnico cambio significativo al final de estudio fue la disminucion de los
valores para esta variable en el grupo SF en cérnea central (p=0.02) y periférica

(p=0.05), lo que pone de manifiesto la recuperacion del estado inmune corneal.

4.15.4. Tortuosidad.

Sub-tabla 4.6. Seccion IV. Esta dltima seccion del plexo est4 enfocada en los valores
de tortuosidad obtenidos de forma objetiva y subjetiva. Los valores de tortuosidad
subjetiva se mantuvieron estables durante todo el tratamiento. Por el contrario, los
valores de tortuosidad objetiva en cérnea central se vieron disminuidos en los dos
grupos de tratamiento. Ademas en el grupo SF la tortuosidad objetiva periférica
también estuvo ligeramente disminuida respecto del valor tomado en la visita

preliminar.
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Tabla 4.6. Morfologia del plexo nervioso sub-basal por localizacion corneal en el
Estudio 1. Seccidn IV: coeficientes de tortuosidad objetiva y subjetiva.

PNSB p- Preliminar A1mes OK A1afoOK A Post OK

(Parte IV) | valor
. co . _m#DE

CRT n=35 n=35 n=17 n=31

Central 0.44 22.32 +9.95 -4.64+13.41 -7.43+14.9' -2.95+12.87
Periférica | 0.33 20.75+10.06 -2.19+12.22 -4.78+13.02 -6.63 +13.49°
SF n=21 n=21 n=15 n=19

Central <0.01 21.94+11.63 -453+16.89 -9.04+9.88" -8.38+12.35
Periférica  0.24 21.62+11.62 -1.01+1572 -3.66+1554 -851+22.03"
Control n=15 n=15 n=15

Central 0.44 21.34+1195 11.73+9.79 2.68 £ 6.93 -
Periférica - - - -

cTs | m + DE
CRT n=35 n=35 n=17 n=231

Central 0.23 1.55+0.89 0.19+1.13 0.44 +0.76 0.05+0.79
Periférica | 0.55 1.52 + 0.65 -0.04 +0.73 0.34 +0.98 0.13+0.74
SF n=21 n=21 n=15 n=19

Central 0.83 1.52 +0.87 -0.05+0.78 0.00 +0.77 0.11 +0.75
Periférica | 0.81 1.65+0.81 0.12 + 0.69 -0.33+0.78 -0.11 +0.76
Control n=15 n=15 n=15

Central 0.37 2.40 + 0.55 0.40 + 0.55 0.20 + 0.45 -
Periférica - - - -

El signo negativo implica una disminucién del parametro con respecto al valor preliminar. CTO
coeficiente de tortuosidad objetivo, CTS coeficiente de tortuosidad subjetivo. A diferencia
respecto del valor preliminar, m media, DE desviacién estandar, n nimero de ojos derechos
analizados por visita. p-valor corresponde con analisis de varianza de medidas repetidas.
Bonferroni post-hoc: diferencia estadisticamente significativa entre 1 afio y el valor preliminar
para p<0.05 () y p<0.01 (o). Diferencia estadisticamente significativa entre 1 mes post-
tratamiento y el valor preliminar para p<0.05 ().

Hasta la fecha, se ha establecido que los valores de tortuosidad aumentan con la
severidad de las neuropatias'*’ y con la edad*’. No obstante, en el presente estudio, la
tortuosidad fue evaluada en jovenes sanos que eran usuarios de lentes de OK. A
pesar de que los coeficientes de tortuosidad estaban dentro de los valores normales

reportados para sujetos con cérneas sanas*’ y usuarios de LC*"*3¢

, tras un ano de
estudio se produjo una reduccion significativa de la tortuosidad objetiva en cérnea
central en ambos grupos de tratamiento (pcrr=0.05, pse=0.008). Ademas, en cérnea
medio-periférica se observd una disminucién del coeficiente de tortuosidad (pcrr=0.05,
pse=0.049) tras un mes de la retirada de LC, lo que coincide con la densidad nerviosa

reducida observada en esta misma visita de estudio.

Sin embargo, los datos reportados en la tabla anterior no estan en completo acuerdo

con el estudio de Lum et al*, quienes observaron que en usuarios de lentes de OK se
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produce un reemplazamiento del patron en espiral, presente de forma natural en no
usuarios de LC, por una red de nervios tortuosa en cérnea central y un patron
curvilineo de los mismos en periferia. No obstante, habria que considerar que los
autores realizaron observaciones cualitativas sobre un mapeado del plexo nervioso
obtenido, eso si, con el mismo instrumento objetivo por el que se obtuvieron las
imagenes del plexo aqui. En el presente estudio, la medida de la tortuosidad se realizé
mediante dos métodos: uno objetivo, por el que se observan cambios significativos en
la tortuosidad de los nervios corneales, y otro subjetivo, por el que no se observan

|36

cambios. Por tanto, las observaciones realizadas por Lum et al™ serian comparables

con la medida de la tortuosidad subjetiva y no con la objetiva.

4.1.6. Comparativa entre LC.

En los apartados anteriores se han evaluado los cambios morfolégicos en la cornea
debido a dos tipos de lentes de OK (Paragon CRT® y Seefree®). No obstante, a la vista
de los resultados obtenidos se considerd la posibilidad de que ambas lentes se
comportaran igual, lo que ademas puede comprobarse a nivel de calidad Optica (AV,

tabla 4.2) y de los cambios topograficos a lo largo de la cérnea (Figura 4.1).

Dado que el principal objeto de esta tesis es el estudio del PNSB, se realizé un analisis
comparativo en aquellas variables del PNSB donde se produjeron cambios
significativos, para comprobar si dichas variables presentaban tendencia iguales y
demostrar que ambas lentes producian los mismos efectos morfol6gicos. Asimismo se
buscaba poder juntar ambas muestras en un mismo grupo y aumentar la potencia
estadistica de los resultados, particularmente de interés para la medida de 1 afio

donde, por falta de visibilidad, se habian perdido un nimero significativo de sujetos.

Las figuras 4.2a-4.2f muestran los analisis de varianza bifactorial (grupo x tiempo).
Como puede observarse, las tendencias fueron similares entre grupos. Ademas,
mediante el andlisis de varianza ANOVA bifactorial se calcul6 la potencia estadistica
entre los dos subgrupos. Con la excepcion de la sensibilidad corneal, el valor de
dichas potencias reveld tendencias similares a lo largo del tratamiento: sensibilidad
corneal central f=0.27, densidad nerviosa central f=0.17, tortuosidad objetiva central
B=0.04, densidad de células de Langerhans medio-periférica [=0.05, densidad

nerviosa medio-periférica 3=0.12 y tortuosidad objetiva medio-periférica [=0.10.
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(Recordemos que una potencia del 80% implica un valor de $<0.20, por lo que estos

valores aportan gran consistencia a los resultados encontrados).
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Figura 4.2a. Evolucion de la sensibilidad corneal entre los grupos CRT y SF a lo largo del tiempo en
cérnea central. Representacién del valor medio y su desviacion estandar. Analisis multifactorial ANOVA

4x2. v visita de seguimiento, g grupo.
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Figura 4.2b. Evolucién de la densidad nerviosa entre los grupos CRT y SF a lo largo del tiempo en cérnea
central. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p densidad. Andlisis multifactorial

ANOVA 4x2. v visita de seguimiento, g grupo.
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Figura 4.2c. Evolucion de la tortuosidad nerviosa entre los grupos CRT y SF a lo largo del tiempo en
cornea central. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. CTO coeficiente de tortuosidad

objetivo. Andlisis multifactorial ANOVA 4x2. v visita de seguimiento, g grupo.
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Figura 4.2d. Evolucion de la densidad de células de Langerhans entre los grupos CRT y SF a lo largo del
tiempo en cornea medio-periférica. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p densidad.

Analisis multifactorial ANOVA 4x2. v visita de seguimiento, g grupo.
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Figura 4.2e. Evolucion de la densidad nerviosa entre los grupos CRT y SF a lo largo del tiempo en cérnea
medio-periférica. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p densidad. Analisis
multifactorial ANOVA 4x2. v visita de seguimiento, g grupo.
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Figura 4.2f. Evolucion de la tortuosidad nerviosa entre los grupos CRT y SF a lo largo del tiempo en
cornea medio-periférica. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. CTO coeficiente de
tortuosidad objetivo. Andlisis multifactorial ANOVA 4x2. v visita de seguimiento, g grupo.

En la figura 4.2a puede observarse la tendencia de descenso en la sensibilidad
corneal en el grupo CRT seguida de una tendencia al aumento tras un mes de la

retirada de lentes (p=0.646). En contraste, no se percibieron cambios en cérnea
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medio-periférica, lo que esta en linea con los resultados descritos previamente en la
literatura®®*®> donde se ha especulado con que los cambios en la sensibilidad corneal

estarian limitados a la cérnea central mientras que la periferia no se veria afectada.

La comparativa de la densidad nerviosa entre los dos subgrupos de tratamiento revel6
un comportamiento similar en ambas localizaciones: central (p=0.811) y periférica
(p=0.944) (Figuras 4.2b y 4.2e respectivamente). Ademas, el hecho de que la
densidad nerviosa no aumentara en medio-periferia (4.2e), como se esperaria por
resultados previos®, podria estar causada por la proximidad entre la zona donde se
tom6 la medida y la zona de retorno de la lente (revisar Figura 4.1. cambios

topogréficos de los radios corneales).

En el caso de la tortuosidad central (figura 4.2c), la tendencia comportamental de
ambos subgrupos fue la misma (p=0.525), aunque se percibid6 una diferencia en
términos de amplitud de respuesta entre ellos, atribuible probablemente a la diferencia

muestral entre subgrupos.

A la vista de los resultados, que verifican un comportamiento similar de ambas lentes
usadas en este estudio, se realizaron los test de medidas repetidas 1-way ANOVA de
analisis de varianza en el grupo de tratamiento completo (sujetos CRT + sujetos SF)
para dar mas potencia a los resultados de los cambios producidos por la OK en la

cérnea central y medio-periférica.

Como puede observarse en las Figuras 4.3a-4.3h vy las Tablas 4.7a, 4.7b y 4.7c los
cambios resultan ser los mismos que los producidos en los subgrupos por separado
(Tablas 4.3. - 4.6.), viéndose potenciados por el mayor nuimero de pacientes
evaluados. Por tanto, se puede afirmar que la muestra evaluada en este estudio aporta

fiabilidad a los resultados encontrados pudiendo afirmar que son concluyentes.
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Figura 4.3a. Comparativa de la sensibilidad corneal en el grupo completo de OK en cdrnea central.
Representacion del valor medio y su desviacién estandar. p-valor corresponde con andlisis de varianza
de medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*) diferencia entre la medida preliminar y 1 mes de OK para
p<0.05. () diferencia entre 1 afio de OK y 1 mes post-OK para p<0.05. Se incluyen los andlisis de los
grupos individuales (Figura 4.2a).
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Figura 4.3b. Comparativa de la sensibilidad corneal en el grupo completo de OK en cdrnea periférica.
Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p-valor corresponde con andlisis de varianza de
medidas repetidas. Se incluyen los andlisis de los grupos individuales.
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Figura 4.3c. Comparativa de la densidad nerviosa en el grupo completo de OK en cérnea central.
Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p-valor corresponde con andlisis de varianza de
medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (o) diferencia entre la medida preliminar y 1 afio de OK para
p<0.01. Diferencia entre la medida preliminar y 1 mes post-OK para p<0.05 (}). Se incluyen los analisis de

los grupos individuales (Figura 4.2b).
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Figura 4.3d. Comparativa de la densidad nerviosa en el grupo completo de OK en cérnea periférica.
Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p-valor corresponde con andlisis de varianza de
medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (o) diferencia entre la medida preliminar y 1 afio de OK para
p<0.01. (¢) diferencia entre la medida preliminar y 1 mes post-OK para p<0.01. Se incluyen los analisis de

los grupos individuales (Figura 4.2e).

120




Resultados y discusion

7 .
= -
© | _ _ e
= 6 B )
3
o 2
2
E 4 - O sF
c 3 - O CRT
% O SF+CRT
=
£ 1 1 1
n: 1 .
Z p < 0.01

Figura 4.3e. Comparativa del nidmero de nervios en el grupo completo de OK en cérnea central.
Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p-valor corresponde con andlisis de varianza de
medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*) diferencia entre 1 mes y el valor preliminar para p<0.05. (o)
diferencia entre la medida preliminar y 1 afio de OK para p<0.01. Diferencia entre la medida preliminary 1
mes post-OK para p<0.05 ().Se incluyen los andlisis de los grupos individuales.
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Figura 4.3f. Comparativa del nimero de nervios en el grupo completo de OK en coérnea periférica.
Representacion del valor medio y su desviacién estandar. p-valor corresponde con andlisis de varianza de
medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*) diferencia entre 1 mes y basal para p<0.05. (o) diferencia
entre basal y 1 afio de OK para p<0.01. Diferencia entre basal y 1 mes post-OK para p<0.01 (g). Se
incluyen los andlisis de los grupos individuales.
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Figura 4.3g. Comparativa de la densidad de células de Langerhans en el grupo completo de OK en
cornea central. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p-valor corresponde con andlisis
de varianza de medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*) diferencia entre 1 mes y el valor preliminar
para p<0.05. (o) diferencia entre 1 afio de OK y 1 mes post-OK para p<0.05. Se incluyen los analisis de
los grupos individuales.
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Figura 4.3h. Comparativa de la densidad de células de Langerhans en el grupo completo de OK en
cérnea periférica. Representacion del valor medio y su desviacion estandar. p-valor corresponde con
analisis de varianza de medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*) diferencia entre 1 mes y el valor
preliminar para p<0.05. (¢) diferencia entre 1 afio de OK y 1 mes post-OK para p<0.05. Se incluyen los
analisis de los grupos individuales (Figura 4.2d).
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Tabla 4.7a. Comparativa de los parametros de las estructuras corneales (espesor de las capas corneales y densidad celular) en el grupo
completo de OK por localizacion corneal.

Espesor de las capas corneales

Densidad celular

Variable (m + DE)

Epitelio (um)

Plexo (um)

Epitelio+Plexo (um)

Bowman (um)

Plexo+Bowman (pm)

p superficiales (n/mm?)

p intermedias (n/mm?)

p basales (n/mm?)

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Preliminar
(n=56)

38.96 + 8.41
37.26 +7.34

10.05 + 1.56
9.26 +4.12

47.04 £11.15

46.37 £9.13

8.75%2.49
7.94 +2.68

18.60 = 3.79
17.08 £ 4.69

324 £ 104
363 + 98

809 £ 130
821 +124

4366 £ 711
4796 + 509

1 mes
(n=56)

36.14 + 9.81*
38.27 + 9.85*

10.18 + 2.75
9.34 + 2.00

45.42 + 9.74*

47.00 + 10.64*

9.30 + 3.08
8.18 £ 2.47

19.02 +4.51
17.21 £ 4.08

414 + 101*
438 + 100*

829 + 135
844 + 133*

3786 + 814*
4471 + 613*

1 ano
(n=32)

35.18 +8.11°
39.74 £ 9.76°

10.25+2.98
9.83 + 2.05°

44,14 + 8.14°
48.64 + 10.16"

9.43 +2.87
8.33 + 3.02°

19.72 + 4.38
17.56 + 4.06°

530 + 106"
590 + 97"

837 + 129°
853 + 144°

3564 + 779°
4292 + 533°

Post
(n=50)

38.61 +7.69°
37.58+7.72°

11.08 = 2.67
9.24 +2.51°

48.00 + 9.03°
46.76 + 9.47°

8.20+211
8.03 + 2.45°

18.45 + 3.99
17.11 +3.73°

306 + 97"
312 + 8g"

802 + 139"
813 + 131"

4217 +708°
4384 + 627°

p-valor

0.43
0.28

0.31
0.07

0.49
0.33

0.55
0.07

0.42
0.08

<0.01
<0.05

<0.01
<0.05

<0.05
0.34

m media, DE desviacion estandar, n nimero de OD/items, um micras, (°) grados, mm? milimetros cuadrados, p densidad. p-valor corresponde con analisis de varianza de
medidas repetidas. Bonferroni post-hoc: (*) diferencia entre la medida preliminar y 1 mes de OK para p<0.05. (a) diferencia entre la medida preliminar y 1 afio de OK para
p<0.01; Diferencia entre 1 afio de OK 'y 1 mes post-OK para p<0.05 (¢) y para p<0.01 (A).
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Tabla 4.7b. Comparativa de los pardmetros (reflectividad, geometria y tortuosidad del plexo nervioso sub-basal) en el grupo completo de

OK por localizacién corneal.

Variable (m = DE)

Global
Central
-c?s Periferia
o
> Local
©° Central
g Periferia
3] .
o Nerviosa
Central
Periferia
Longitud (um)
Central
R Periferia
©  Anchura (um)
€ Central
) e
03] Periferia
© Orientacion (°)
Central
Periferia
g Subjetiva
S Ce_ntrgl
8 Periferia
2 Objetiva
|9 Ce_ntrgl
Periferia

Preliminar
(n=56)

0.29+ 0.03
0.28 £ 0.03

0.32 £ 0.05
0.31+0.04

0.75+0.13
0.75+0.11

325.00 + 87.12
332.38 +£93.93

3.64 + 0.49
3.60 + 0.42

90.71 + 28.93
95.32 £29.72

1.44+0.75
1.38 £ 0.62

19.74 +9.90
20.21 +10.47

1 mes
(n=56)

0.27 +0.03
0.28 + 0.02

0.30 £ 0.04
0.30 + 0.04

0.74+0.11
0.75+0.11

336.45 +91.92
338.81 + 84.97

3.54+0.49
3.58 +0.51

99.66 * 25.96
100.69 = 36.01

1.67+0.79
1.63+0.87

17.34 + 8.65
17.98 £ 9.52

1 afo
(n=32)

0.28 + 0.04
0.29 +0.04

0.31 £ 0.06
0.31+0.05

0.72+0.12
0.73+0.11

308.54 +100.01
327.51+97.17

3.51+0.77
3.48 + 0.60

101.96 = 37.25
107.89 £ 42.95

1.75+0.65
1.79+£0.96

14.27 + 6.66"
15.87 + 8.94

Post
(n=50)

0.29+0.04
0.29 +0.03

0.32 £ 0.06
0.32+0.05

0.77+0.11
0.72+0.13

316.93 + 84.59
276.97 £92.78

3.62 £ 0.60
3.61+0.63

100.70 = 38.43
102.02 + 44.38

1.59+0.78
1.53+0.57

15.62+9.23
15.26 £ 9.74"

p-valor

0.87
0.71

0.73
0.86

0.17
0.32

0.57
0.40

0.36
0.68

0.60
0.29

0.35
0.09

<0.01
<0.05

m media, DE desviacién estandar, n numero de OD, um micras, (°) grados, mm? milimetros cuadrados, p densidad. Diferencia entre la medida preliminar y
1 afio de OK para p<0.01 (a); Diferencia entre la medida preliminar y 1 mes post-OK para p<0.05 ().
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4.1.7. Correlaciones.

Considerando la premisa anterior sobre la similitud comportamental entre las LC
utilizadas en este proyecto, se estudiaron las posibles correlaciones entre los
pardmetros que cambiaron significativamente a lo largo del estudio mediante
regresiones simples en los 32 sujetos del estudio a largo plazo (visita de 1 afio). Para
ello, se cre6 una variable para cada parametro que sufri6 un cambio significativo. El
valor de dicha variable fue calculado mediante la diferencia entre el valor preliminar y
el valor obtenido en la visita donde cambi6 cada uno de los parametros.
Concretamente, los pardmetros analizados en busca de correlaciones fueron: 1) la
densidad nerviosa frente a la sensibilidad corneal, la densidad de células de
Langerhans, la tortuosidad corneal y el espesor del plexo respectivamente y 2) el

espesor celular frente a la densidad de células basales, intermedias y superficiales.
1. Densidad Nerviosa.

Los resultados arrojados por el andlisis de correlacion entre la densidad nerviosa y la
sensibilidad corneal en cérnea central fueron negativos (p=0.24; r=-0.24). Tampoco se
encontré correlacion entre la densidad de las células de Langerhans y la densidad
nerviosa (p=0.34; r=0.19) en coérnea periférica. Sin embargo, el cambio producido
durante un afio de tratamiento de OK en la tortuosidad corneal correlacion6 con el
cambio producido en la densidad nerviosa en el mismo periodo de tiempo, tanto en
cornea central (p<0.01; r=0.69) como en coOrnea periférica (p<0.01; r=0.76). Por otro
lado, el analisis de correlacion entre el cambio producido en el espesor del plexo
nervioso y la densidad celular en cornea periférica tras un afio de tratamiento arrojé
valores positivos (p=0.03; r=-0.44). Las Figuras 4.4a, 4.4b, 4.4c muestran los modelos

de ajuste con las rectas de regresion lineal.
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Figura 4.4a. Relacion entre el cambio en la densidad nerviosa y el cambio en la tortuosidad en cérnea

central. A variacion, p densidad, CTO coeficiente de tortuosidad objetiva.
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Figura 4.4b. Relacion entre el cambio en la densidad nerviosa y el cambio en la tortuosidad en cérnea

periférica. A variacion, p densidad, CTO coeficiente de tortuosidad objetiva.

126




Resultados y discusion

El andlisis de correlacion entre la densidad nerviosa y la tortuosidad apunta a una
relacion lineal entre ambos en cérnea central (Figura 4.4a) y periférica (Figura 4.4b).
Este hallazgo estaria apoyado por el descubrimiento realizado por Patel et al*,
quienes estudiaron la misma correlacion en corneas de sujetos sanos en un
determinado punto del tiempo y encontraron una correlacion débil en las regiones
corneales inferior y nasal. En contraste, en el mapeado de c6rnea completa que

realizaron Lum et al*®

en dos usuarios de OK se apreci6é una red nerviosa poco densa
pero con una gran tortuosidad. No obstante, habria que tener en cuenta que el analisis
llevado a cabo en la presente investigacion se llevé a cabo de manera cuantitativa en

un area mas pequefia que la reportada por estos autores.
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Figura 4.4c. Relacién entre el cambio en la densidad nerviosa y el cambio en el espesor del PNSB en
cornea periférica. A variacién, p densidad.

En la seccion 1.5. se exponian los hallazgos encontrados de disminucion de la
densidad nerviosa® y del espesor del plexo nervioso® en usuarios de lentes de OK,
gue concuerdan con los resultados obtenidos en la presente investigacion. No
obstante, hasta la fecha no se conocen estudios que correlacionen dichos cambios. En
la Figura 4.4c. los datos confirman que dicha correlacion existe y es lineal e inversa en
coérnea medio-periférica.
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2. Espesor celular.

No se encontraron correlaciones entre los cambios producidos en el espesor celular y
la densidad de células basales ni en cornea central (p=0.90; r=0.057) ni en periferia
(p=0.74; r=0.483). Tampoco con la densidad de células intermedias en cornea central
(p=0.53; r=0.12) ni periférica (0.06; r=0.37) ni con la densidad de células superficiales
(centro p=0.79; r=0.08 y periferia p=0.88; r=0.05).

4.2. ESTUDIO 2

4.2.1. Analisis a mas largo plazo (3 afos).

En el capitulo anterior se explicé que el Estudio 2 se disefié para verificar si los
posibles cambios inducidos por el tratamiento de OK aumentaban, disminuian o se
mantenian estables con mas tiempo de uso de las LC, especificamente durante un

periodo de 3 afios.

Para llevarlo a cabo, se compararon las medidas de la visita de 1 afio de los 32 sujetos
de OK (17 de CRT y 15 de SF) con un grupo de 20 sujetos que llevaban mas de 3
afios con dicho tratamiento mediante el analisis de t-student para muestras

independientes.

A continuacibn se muestran las tablas 4.8a y 4.8b que recogen los resultados
obtenidos en todas las variables de estudio y su comparativa entre los grupos citados
previamente. Se puede observar que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ningun parametro (p>0.05 en todos los casos), para los dos
periodos de tiempo analizados. Las medidas se faciltan en media * desviacion

estandar.
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Tabla 4.8a. Comparativa entre usuarios de lentes de OK durante 1y 3 afios.

Resultados y discusion

1 afio OK 3 afos OK _valor
(n=32) (n=20) P
. vaiape .|  miDE |
Estesiometria (cm)
Periferia 5.36 + 0.64 5.57 +0.53 0.54
Epitelio (um)
" Central 35.18 £8.11 34.25 +9.06 0.74
% Periferia 39.74 £ 9.76 35.85+5.11 0.32
S  Plexo (um)
S Central 10.25+ 2.98 11.40+£ 2.76 0.25
T Epitelio+Plexo (um)
= Periferia 48.64 * 10.16 41.71 + 6.87 0.09
©
» Bowman (um)
o Central 9.43 +£2.87 10.70 £ 3.80 0.27
§ Periferia 8.33+3.02 10.00 + 4.97 0.34
u% Plexo+Bowman (um)
p superficiales (n/mm?)
S Periferia 590 + 97 574 + 103 0.19
2  pintermedias (n/mm?)
) Central 837 + 129 732+ 122 0.10
E Periferia 853 + 144 755+ 131 0.13
S pbasales (n/mm?)
O Central 3564 + 779 4005 + 594 0.22
Periferia 4292 + 533 4275 + 403 0.87
Global
©
< Local
2 Periferia 0.31+0.05 0.29 + 0.04 0.07
)
@ Nerviosa
Central 0.72+0.12 0.76 £ 0.13 0.46
Periferia 0.73+0.11 0.70+0.12 0.25

p-valor corresponde a t-student para muestras independientes. cm centimetros, um micras,
mm? milimetros cuadrados, n nimero de OD/items por visita, p densidad.
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Tabla 4.8b. Comparativa entre usuarios de lentes de OK durante 1y 3 afios.

Resultados y discusion

Geometria nerviosa

Densidades plexo

Tortuosidad

Longitud (um)

Anchura (um)

Orientacion (°)

Nervios (n)

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

p Nervios (um/mm?)

Central
Periferia

p Langerhans (n/mm?)

Subjetiva

Objetiva

Central
Periferia

Central
Periferia

Central
Periferia

1 afio OK
(n=32)

308.54 + 100.01
327.51 +97.17

3.51+0.77
3.48 £ 0.60

101.96 + 37.25
107.89 + 42.95

296 +1.23
2.93 +£1.59

6442 + 3713
6257 + 4213

64.48 + 42.88
76.32 + 47.84

1.75%0.65
1.79 + 0.96

14.27 + 6.66
15.87 + 8.94

3 afos OK
(n=20)

254.40 £ 61.14
280. 22 +£104.79

3.37+0.33
3.43+£0.59

94.92 + 22.55
86.72 £ 43.69

3.20+1.98
3.68 £ 1.17

6806 + 2482
5900 + 4710

45.20 + 32.64
52.56 + 24.00

2.25+1.06
2.22 £0.97

16.38 £ 7.21
17.11 +6.89

p-valor

0.06

0.20

0.64
0.80

0.76
0.14

0.15
0.21

0.16
0.20

0.09
0.11

0.18
0.31

0.23
0.31

p-valor corresponde a t-student para muestras independientes. um micras, (°) grados, mm?

milimetros cuadrados, n nimero de ojos derechos/items por visita, p densidad.

La alta concordancia en los resultados obtenidos en ambos grupos pone de manifiesto

gue los cambios producidos en la morfologia corneal, por la OK tras un afio de uso de

las lentes, no siguen avanzando a lo largo del tiempo, sino que se produce una

estabilizacién de los mismos.

Hasta la fecha se han llevado a cabo dos estudios en los que se comparaban los

cambios producidos por las LC en usuarios de OK en periodos de largo tiempo. El

primero, realizado por Lum et al*®, estaria en linea con los resultados obtenidos, ya

gue no encontraron diferencias al mapear el plexo nervioso de un sujeto reciente de

OK (1 afio) y compararlo con otro sujeto antiguo de OK (9 afios). En el segundo,
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realizado por Zhong et al*®®, compararon un grupo de usuarios de OK de 1 dia con otro
grupo de usuarios de OK de 5 afos, y encontraron que el adelgazamiento de la cornea
en el primer grupo se debié principalmente al engrosamiento corneal periférico
mientras que en el segundo grupo este cambio se asocié al engrosamiento del epitelio
periférico en conjunto con el adelgazamiento del epitelio central. En el presente
estudio los cambios de adelgazamiento central y engrosamiento periférico se dieron al
afio de tratamiento y se mantuvieron en dichos valores tras 3 afios de tratamiento.
Existe, por tanto, una discrepancia entre ambos estudios. Sin embargo, habria que

210

considerar que el tiempo reportado“™ para que los cambios producidos por la OK sean

significativos es de al menos 13 dias, por lo que justificaria tal discrepancia.

4.3. RECAPITULACION

Los resultados y conclusiones originados en la presente investigacion han sido
aceptados recientemente en revistas indexadas en JCR con indice de impacto en el

area de oftalmologia:

e Nombela-Palomo M, Felipe-Marquez G, Hernandez-Verdejo JL, et al. Short-
term effects of overnight orthokeratology on corneal sub-basal nerve plexus

morphology and corneal sensitivity. Eye Contact Lens 2016 May 26.

¢ Nombela-Palomo M, Felipe-Marquez G, Teus, MA, et al. Long-term impacts of
orthokeratology treatment on sub-basal nerve plexus and corneal sensitivity

responses and their reversibility. Eye Contact Lens 2017 Apr 13.

Hasta la fecha, el epitelio corneal ha sido descrito en cérneas sanas®’**

y en usuarios
de lentes de OK*%. No obstante, no se conocen estudios que evallen todas las
variables analizadas en la presente investigacion de forma cuantitativa en los mismos
periodos de tiempo. En esta investigacion se llevo a cabo un minucioso analisis de las
estructuras del epitelio en cérneas normales y en usuarios que llevaron lentes de OK a
corto y largo plazo, ademas del recobro cuando dejaron de usar las lentes, mediante

procedimientos objetivos para evaluar varios parametros.
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4.3.1. Limitaciones del estudio.

Merece la pena sefalar que existe una limitacion respecto a la medida de la
sensibilidad corneal con el estesiometro Cochet-Bonnet. Aunque es la prueba de
medida estandar objetiva, ésta tiene una componente subjetiva, que es la aprension
del sujeto. Por lo que las medidas podrian perfeccionarse usando el estesiometro de
no contacto, ya que se ha demostrado que es un instrumento més concluyente en la

toma de medida de la sensibilidad corneal*®*.

Ademas, aunque el tamafio del area corneal observado con el microscopio confocal

fue menor que el examinado por otros®**®’

, la amplia muestra considerada en la
presente investigacion proporciona evidencia suficiente de que el uso de las lentes de
OK altera varios parametros corneales de forma cuantitativa. De dichos parametros,
algunos como la densidad nerviosa no volvieron a sus valores preliminares al retirar
las LC durante un mes. Sin embargo, habria que tomar con precaucién dicho resultado
pues un estudio muy reciente’® ha puesto de manifiesto que el tiempo para la
recuperacion de los cambios debidos a la OK podria superar los 3 meses. Por tanto,
seria interesante analizar la recuperacion de los cambios producidos por OK en

periodos aln mas largos de tiempo.
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CONCLUSIONES

Del andlisis de los resultados, la argumentacion y su discusién con la literatura
expuestos a largo del capitulo anterior, se pueden constatar varias conclusiones en
referencia a los cambios inducidos en la morfologia del epitelio corneal por un

tratamiento de ortoqueratologia nocturna con dos tipos de LC. Estas conclusiones son:

1. La ortoqueratologia nocturna disminuye la sensibilidad corneal central a corto
plazo (1 mes), y se estabiliza entre el mes y el afio de tratamiento,

recuperandose un mes después de retirar las lentes de contacto.

2. El espesor del epitelio celular disminuye en cérnea central y aumenta en
cérnea periférica tras 1 mes de uso de las lentes de ortoqueratologia; estas
variaciones se mantienen durante todo el tratamiento y estan asociados a un
aumento de los espesores del plexo nervioso sub-basal y la membrana de
Bowman en cérnea periférica tras 1 afio de ortoqueratologia. Todos los
cambios en los espesores de los estratos corneales evaluados se recuperaron

tras la interrupcion del tratamiento ortoqueratolégico.

3. La ortoqueratologia produce una redistribucion de la densidad celular del
epitelio. Por un lado la densidad de células superficiales aumenta tras 1 mes de
uso de las lentes en todo el area corneal y se mantiene asi hasta el afio de
tratamiento. Por otro lado, la densidad de células intermedias aumenta en
cérnea periférica al mes de tratamiento y sigue aumentando en todo el area
corneal hasta el afo de uso de las lentes. Adicionalmente, la densidad de
células basales disminuye a corto plazo en coérnea central y periférica, y se
mantiene disminuida hasta 1 afio de tratamiento. Todos los efectos causados
en la distribucion de la densidad celular en las diferentes capas epiteliales

revirtieron tras el cese de las lentes de contacto.

4. La reflectividad del plexo nervioso sub-basal no aument6 a lo largo del
tratamiento ortoqueratoldgico, de lo que se puede inferir que la cornea no
perdié su transparencia y que los posibles edemas corneales a lo largo del
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estudio fueron siempre inferiores al 4%. En la presente investigacion se

propone un método para la medida objetiva de la misma.

La densidad nerviosa del plexo nervioso y la tortuosidad nerviosa evaluada
objetivamente se reducen tras un afio de uso de las lentes de ortoqueratologia
y contindan disminuidas tras la finalizacion del tratamiento ortoqueratoldgico.

Ambos cambios se correlacionaron de forma inversamente lineal.

Con el uso de las lentes de ortoqueratologia el estado inmune corneal se
agudiza rapidamente, dado el aumento de la densidad de células de
Langerhans al mes de tratamiento. No obstante, dicho cambio se termina
estabilizando a lo largo del tratamiento y la cérnea recupera su estado inmune

normal tras la retirada de lentes.

Los dos disefios geométricos de las lentes de ortoqueratologia evaluadas en la
presente investigacion (Paragon CRT® y Seefree®) se comportan de manera

similar e inducen los mismos efectos en la cornea.

La disminucion encontrada en el espesor del plexo nervioso correlaciond con la
disminucion de la densidad nerviosa de forma lineal e inversa. Sin embargo, no
se encontraron correlaciones entre la sensibilidad corneal y ninguno de los

cambios generados en el plexo nervioso sub-basal.

Los cambios encontrados en las diferentes variables morfolégicas, biométricas
y reflectivas del epitelio corneal y de la membrana de Bowman permanecen
estables entre 1 y 3 afios de tratamiento ortoqueratolégico. Es decir, dichos
cambios se mantienen estables en un periodo mayor a 3 afios de uso de las

lentes de ortoqueratologia.
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ANEXO 1. INFORME DEL COMITE ETICO.

Informe Dictamen Favorable
Proyecto Investigacion Biomédica

-
# Hnspital Clinico San Cados ! CP.- CL 11/335€
15 de noviembre de 2011

CEIC Hospital Clinico San Carlos

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el proyecto de investigacion titulado "Cambios binoculares y acomodativos
inducidos por ortoqueratologia nocturna” con cédigo interno n® 11/335-E del
que es Investigadora Principal la Dra. Amelia Nieto Bona de la Escuela
Universitaria de Optica. Departamento de Optica II (Optometia y Vision), de la
Universidad Complutense de Madrid, ha sido estudiado por este Comité, no
habiéndose realizado objecién alguna al mismo.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre la realizacion de
dicho proyecto.

Lo que firmo en Madrid, a 15 de noviembre de 2011

Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos Pagina 1
Doctor Martin Lagos, s/fn. Madrid 28040 Madrid Espaiia

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Coreo electrénico ceic. hcsc@salud.madrid.org
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ANEXO 2. CORREO ELECTRONICO INFORMATIVO. (Reportado a los 161

participantes que contactaron al equipo de investigacion)

ESTUDIO ORTOQUERATOLOGIA NOCTURNA

La Ortoqueratologia nocturna o Terapia Corneal Refractiva es un procedimiento seguro y no
quirirgico, que utiliza unas lentes rigidas especiales de alta permeabilidad, el cual moldea la
cornea mientras el paciente duerme. Por la mafiana se retiran las lentes y el paciente es capaz de
ver con buena visién durante el dia sin ninguna correccién visual.

El tratamiento existe desde los afos 60, y en 2002 fue aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration, organismo de sanidad americano) siendo un tratamiento rapido, eficaz y sin mas
complicaciones que cualquier otro tipo de lentes de contacto.

Es un tratamiento reversible, si se dejan de usar las lentes durante la noche, la vision del paciente regresara
a su estado natural en aproximadamente 72 horas.

Para el estudio se tratan miopias hasta -4.00 dioptrias con un maximo de 1.00 D de astigmatismo corneal.

El tratamiento no es inmediato se necesitan 3-4 dias para notar una mejoria significativa y en 10-14 dias la
visién es dptima, en la mayoria de los casos. Por lo tanto la visién sera inestable los primeros dias y las gafas
actuales no funcionaran. Con las lentes del tratamiento se ve bien.

Se recomienda reemplazar las lentes una vez al afio, debido a que la lente se deforma al dormir con ella y se

pierde el efecto deseado. El acumulo de suciedad en un afio hace obligado su cambio, a pesar de la
adecuada limpieza.

EL precio del tratamiento oscila entre 800 y 1200 €. En el estudio se regalan las lentes para el primer ano,
aungue los liguidos de mantenimiento corren a cargo del paciente.

En caso de ser usuario de lentes de contacto debe permanecer 15 dias sin utilizarlas, para realizar las
pruebas iniciales.

La mayoria de las visitas se realizan en la Clinica Universitaria de Optometria (C/ Arcos de Jalén, 118 —
Barrio de San Blas — Madrid), aungue las visitas de estudio se desarrollan en el Hospital Vissum de Madrid
(C/ Santa Hortensia, 58).

Aunque el horario de atencion puede adaptarse a cada circunstancia, hay al menos dos visitas obligadas en
horario de mafiana (entre 9:10 y 12:00) y en Vissum en horario de tarde. El total de visitas a lo largo del
estudio (un afio) se estima en nueve, pero de estas visitas, 4 forman parte de la adaptacién, es decir, son
necesarias para adaptarse al tratamiento y no forman parte del estudio en si.

En caso de necesitar alguna aclaracion pueden dirigirse a:
Maria Nombela XXX XXX XXX

Gema Felipe XXX XXX XXX
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ANEXO 3a. CONSENTIMIENTO INFORMADO SOBRE EL ESTUDIO.

El objetivo de este estudic es valorar los cambios morfologicos gue se
producen en la terapia refractiva cormeal u ortoqueratologia nocturna con
lentes CRT v su relacion con la dispersion de la luz en el ojo. La participacion
en este estudio es voluntaria, asi como |a posibilidad de retirarse del mismo
en cualguier momento, siendo sus datos utiizados dnicamente con fines de
investigacion. El paciente deberd acudir a revision a los 15 dias, esta visita
serd |a detemminante para continuar con la terapia v 1a fecha en la que se
prescribird el alta. Ademas, el paciente debera revisarse al mes, 6 meses y 1
afio desde la entrega de las lentes. Para mantener la salud ocular es
importante acudir a [as revisiones incluso aungue no se presente ninguna
gueja visual. Se informa de gue las lentes no deberan usarse mas de un afo,
fecha en a que deberian renovarse las lentes si el paciente quisiera continuar

con eltratamiento bajo supervision de un especialista.

O (Mombre y apellidos)

Habiendo recibido sufidente informadan sobre el estudio, comprendo gue mi
participacion es voluntara y presto libremente mi corformidad para participar
en la investigadon v me comprometo a seguir las indicadones de utilizacion
de las lentes, limpieza y calendario de revisiones durante el periodo de

estudio gque se establece en un afio. Para ellofirmo el presente documento.

En Madrid, a de de 20
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ANEXO 3b. HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMACION SOBRE OK.

En cumplimiento de los articulos 8 y siguientes de la Ley 41/2002, de 14 de
Moviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y
obligaciones en matena de informacion y documentacion clinica le ofrecemos por
escrito y de manera comprensible, 1a descripcion de las caracteristicas y posibles
complicaciones del tratamiento denominado TERAPIA REFRACTIVA CORMEAL,
cuyo objetivo principal es |a correccion de la miopia.

*Existen otras alternativas de correccion de la miopia:
— unas de tipo 6plico (gafas o lentes de contacto)

— y otras de tipo quirirgico (queratotomia radial, extraccion del crstalino
transparente con implante de lente intraocular, aplicacion de laser Excimer -
PREK, Lasik, Lasek, implantacion de lentes intraoculares en camara anterior o
camara posterior, etc))

» Latécnica de la TERAPIA REFRACTIVA CORNEAL consiste en |a reduccion
de miopia de caricter temporal. Para conseguir el efecio esperado se
modifica la forma nomal de la comea reduciendo su espesor epitelia en el
centro e incrementandose en la medio perfena. Esto se consigue por medio
de unas lentes de contacto especiales que se utilizan durante el suefio.

» Mo obstante, y entre los riesgos mas destacados que afectan a esta
TERAPIA REFRACTIVA CORMNEAL, destacan los siguientes:

Que cuando se utilizan lentes de contacto en general y con estas en particular
pueden presentarse algunos de los siguientes problemas: escozor, resquemor o
picazon del ojo; lagnmeo; secrecion inusual, enmjecimiento de ojo o sequedad
ocular.

(Que existen posibilidades de dafios temporales debido a infitraciones penféncas,
ulceras coméales periféncas y erosiones. Puede que haya posibilidades de otras
observaciones fisioldgicas, como edema local o generalizado, neovasculanzacian,
coloracian, inyeccidn, anomalias tarsales, intis o conjuntivitis. Algunas de las cuales
son clinicamente aceptables en bajos niveles.

CQue la complicacion mas importante es la querattis ulcerativa (infeccion). La
incidencia anual de la queratitis ulcerativa en usuanos de lentes de contacto que no
duermen con ellas es de 4,1 por cada 10.000 personas y de 20,9 cuando se duerme
con ellas. Una vez tratadas, las queratitis ulcerativas pueden originar un deterioro
varable en la wision en funcion de que se dafien mas o menos estructuras oculares.
Ante un ojo mjo doloroso con secreciones acuosas, purulentas o muco purulentas
debe de retirar las lentes y acudir de forma urgente a consulta.

Cue el nesgo de queratitis ulcerativa puede ser reducido siguiendo las instrucciones
para el cuidado de las lentes, incluyendo la limpieza del estuche de las mismas. Ser
fumadorincrementa el nesgo en 3 a 8 veces respecto a no serlo.

160

Anexos




Que si una vez dado de alta se expermenta un incremento de la incomodidad,
enmjecimiento ocular, cambios en la vision u otra anomalia no detectada durante el
tratamiento, debera de retirarse las lentes y consutar al profesional. Ante la
ausencia de signos o sintomas anormales debera de visitar al profesional de la
visionde manera rutinaria tal y como se leindique.

* Los datos técnicos de su TERAPIA REFRACTIVA CORMEAL, podran ser
empleados con fines cientificos, para ser presentados en congresos y otros foros
apropiados.

Por lo tanto, leido lo antedormente expuesto y efectuadas las aclaraciones
perinentes ante las dudas suscitadas, COMSIDERD QUE HE SID0D INFORMADO
DE MANERA CLARA COMPRENSIBLE ¥ PERSOMAL DE LA METODICA ¥ DE
LOS RIEZG0OS QUE PUEDAM DERIVARSE DE LA TERAPIA REFRACTIVA
CORMEAL, ¥ MANIFIESTO EXPRESAMEMTE QUE HE COMPRENDIDO
PERFECTAMENTE ESTA INFORMACION.

% en wirtud dela informacion recibida, yo:

D T ettt e e e e e e e e e e e teaeeaeaaaaaaaaas eaeaeaeaeans mayor de edad
yocon DML ™ e libre v woluntaramente, DECLARO: Que he
recibido v comprendido, |la informacion sobre la TERAPIA REFRACTIVA CORMEAL
Lo [T RN I B o = T - T

Y en consecuencia con lo anterormente expuesto, SOLICITO expresamente la
aplicacion de la TERAPIA REFRACTIVA CORMEAL, asumiendo la totalidad de los
riesgos directos o indirectos que pudieran derivarse de su aplicacion. Por tanto, leido
¥y comprendido lo expuesto anterormente y aclaradas otras posibles dudas
AUTORIZO expresamente la aplicacion de la TERAPIA REFRACTIVA CORMEAL, v
por ello, ¥ en conformidad con todo lo anteriormente expuesto, firmo el presente
documento de consenfimiento informado, qQue no eime de una posible
responsabilidad civil por mala praciica, sino que confirma que yo he sido informado,
he comprendidoy acepto el métodoterapéutico propuesto.

Este consenfimiento puede ser revocado en cualguier momento interrumpiéndose el
tratamiento cuando el paciente lo deseé, siempre ateniéndome a las consecuencias
que ello impligue en cada momento que seran expuestas con claridad en caso de
necesitarlo.

Firmado: .o
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ANEXO 4. HOJA DE ANAMNESIS.

Fecha Ne
Nombre:
Teléfono: Poblacién:
Ocupacién: FN:
Hobbies:
E-mail:
Queja principal.
Histaria Ocular. Usa gafas SI/NO Usa LC RPG / Hidrofilica / NO
Ultima revisién:
Inicio miopia: Aumento miopia:
Ambliopia 51/ NO Estrabismo Sl /NO Mistagmo 51/ NO
Queratocono o irregularidad corneal 51/ NO
Enfermedad ocular 51 / NO Traumatismo ocular 51 / NO
Otros
Historia médica. HTASI/ NO Diabetes Sl / NO
Enfermedad sistémica Sl / NO
Medicamento Sl / NO
Antidepresivos 51 / NO Somniferos S1 / NO Drogas 51/ NO
Alergias SI/NO
MUJER. Embaraza o intencién de tener hijos durante el estudio Sl / NO

Anticonceptivo oral I/ NO
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ANEXO 5. HOJA DE ADAPTACION DE LC DE OK.

Nombre:

Fecha e

RX: OD
ol
@ Radios Eje
oD
ol
E Coérnea/CA
oD
ol
ADAPTACION (Primera lente)
oD
ol

REVISION 1 DiA

Cristalino

Sintomas
AVsc OD AutoRx
AVsc Ol AutoRx
@ Radios Eje
oD

ol

E Cérnea
oD

ol

LENTES ADECUADAS
oD
ol

S/ NO

Astigmatismo Ex/SF  @cdrnea

Astigmatismo Ex/SF  gcdrnea

Conjuntiva

FICHA DE ADAPTACION ORTO-K

AV
AV

@pupila morfologia

Conjuntiva 5-I-N-T Parpados BUT

SBRx AV
SBRx AV

Patréon F

Patron F

Refraccidn AV
Refraccidén AV

@pupila morfologia

S-I-N-T Parpados

CAMBIO / DEFINITIVAS
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ANEXO 6. CALCULO DEL ANGULO ROTACIONAL DEL OJO EN LA TOMA DE
MEDIDA PERIFERICA CON EL MICROSCOPIO CONFOCAL.

Plano
vertical
del ojo
|
|
|
|
1
|
I 1
| [
1 1
] Plano horizontal del ojo 1
| | |
1
: ! | :
I ! | I
I | | I
I ! | I
I I | I
I | : I
I L e e e e e e e - = - =
[ 7/ T i
| ’ | ’
LY v
I 7’ 1 -
p Plano del suelo I y,
v_ - O S S S S S S S S S . S T . . - - - ,

hi=x2+z2 = h =1,03 metros

m
tanf§ = n —+ f = 6,20° supero —nasal
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COMPONENTES VERTICAL Y HORIZONTAL DEL ANGULO ROTACIONAL DEL
0JO EN LA TOMA DE MEDIDA PERIFERICA.

Vista Lateral

m hﬂéf‘ﬂsu
fano = —
=z

= m hotrneg = 24 mm inferior al dpex.

x 2
tand = - = 14 RN X pgrneg = 3.2 mm temporal al dpex.
z

Donde LA e5 Iz longitud axizl. Come caso de referencia se ha tomade una LA de 22 mm.
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ANEXO 7. PROGRAMA DE CALCULOS EN MATLAB PARA LA OBTENCION DE
LOS VALORES OBJETIVOS DE TORTUOSIDAD.

Ps%%%% CiLCULO DE LA TORTUOSIDAD DE LOS NERVIOS CORNEALES %%%%%
clc, pause(3), clear all, close all

nameresults='hola.txt' %nombre del fichero para guardar los resultados

fid=fopen('filenames.txt'); %abrir el fichero que contiene todos los nombres (sin la extensiln

%aunque esto se puede cambiar)
C = textscan(fid, '%s'); %Leer el fichero
names=C{1}; %Variable con todos los nombres
fclose(fid); %cerrar el fichero

for j=1:length(names) A
filenameroot=sprintf('s%ss',cell2mat(names(j))) %nombre del fichero a leer sin extensiUn
filename=sprintf('%s.x1ls',filenameroot) %nombre del fichero a leer

% Primero cargo los datos de interEs desde excel como una matriz de datos vy
% los represento:

% (NOTA: Aqul hay que tener cuidado porque Neuron] toma el eje "y" como
% negativo por lo que la imagen est: justo invertida con respecto a la
% real en la direcciln vertical)

% Esta es la matriz inicial de datos:
%a=x1sread('900002R-VC-4prueba.x1s', 'E:F');
a=xlsread(filename, 'E:F');

% La desgloso en vectores:

x=al(:,1);

yl=a(:,2);

columna=length(y1l);

y=yl(columna:-1:1); % e invierto el orden del "eje Y".

% Genero una nueva matriz con los datos del "eje X" y del "eje Y" invertidos
v=[x,yl;

%display(v) % Me muestra todos los datos que ha cargado en la pantalla ppal
% Pero puedo eliminarlo despukEs para que corra m+s r-pido.

% Pinto los datos X frente a Y, y escalo la gr-fica 384x384 pIxeles
plot(x,y, 'LineWidth',2);
%axis ([0,384,0,384]);

% Determino el punto final e inicial de las coordenadas x,y:
x1=x(1); yl=y(1);
x2=x(end); y2=y(end);

i=[x1 x2]; %punto inicial
f=[yl y2]; S%punto final

% Y represento la recta que une dichos puntos:

line(i,f, 'LineWidth',1);

hold on %para pintar encima de la figura que ya tengo
figurel= plot(i,f,'ro', 'LineWidth',1);

%display(i)
%display(f)
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% Decimos cual es el origen:

x_center = x(1);

y_center = y(1);

center_o = repmat([x_center; y_center], 1, length(x)); % Es una matriz con los datos de origen.
center = center_o'; % Hago la inversa para tener la matriz 7
alpha = -atan((y(end)-y(1))/(x(end)-x(1))); % Los grados que quiero rotar

theta = -(pi-alpha);
R = [cos(theta) sin(theta); - sin(theta) cos(theta)];

% ROTACI"N, la recta que he pintado se convierte en mi nuevo eje X, de esa
%manera, para cada valor de x tendre un valor de y, que es el que me est:
%dando una idea de cUmo va cambiando el nervio.

s = v - center; % Lo hacemos desde el origen

S0 = SxR; % Aplicamos la rotaciln desde el origen

x_rotated = so(:,1);

y_rotated = so(:,2);

%Pinto las 2 juntas para comprobar

hold on

plot(x, y, 'b-', x_rotated, y_rotated, 'g-', x_center, y_center, 'LineWidth',2);
axis equal

%Borro la inicial y me quedo con la girada

%hold off

I S e e e e e e s e s %%
I S e e e e e e s e s %%

derl=(y_rotated(2:end)-y_rotated(1:end-1))./(x_rotated(2:end)-x_rotated(1:end-1));
%der2=(der1(2:end)-der1(1:end-1))./(x_rotated(2:end-1)-x_rotated(1:end-2));
der2=(y_rotated(3:end)-y_rotated(2:end-1))./(x_rotated(3:end)-x_rotated(2:end-1));
der2=der2-(y_rotated(2:end-1)-y_rotated(1:end-2))./(x_rotated(2:end-1)-x_rotated(1:end-2));
der2=der2./((x_rotated(3:end)-x_rotated(1:end-2))/2);
TC=sqrt(sum((derl(2:end).*2+der2.”2).x(x_rotated(2:end-1)-x_rotated(1:end-2))))

% Determino el punto final e inicial de las coordenadas x_rotated,y_rotated:

x1_r=x_rotated(1); yl1_r=y_rotated(1);

x2_r=x_rotated(end); y2_r=y_rotated(end);

LO=sqrt((x2_r-x1_r)*2+(y2_r-y1_r)*2);
Le=sum(sqrt((x_rotated(2:end)-x_rotated(1:end-1)).*2+(y_rotated(2:end)-y_rotated(1:end-1)).”2));
TL=Lc/L0

fid = fopen(nameresults,'a');

fprintf(fid,'%s %e %e \n',filenameroot,TC,TL);
fclose(fid);

pause(0.1)

end
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