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RESUMEN

ABSTRACT

Se presenta un trabajo de investigacion que pretende
comprobar el efecto de la dexametasona tépica aplicada en el
preoperatorio de la cirugia de la catarata en el paciente diabético.
La supervivencia del endotelio corneal tras la agresiéon quirdrgica
ha sido una de las grandes preocupaciones de los cirujanos. La
mayor parte de todos los trabajos estan encaminados a
comprobar la eficacia de los distintos tratamientos
postoperatorios. Sin embargo, la modulacién farmacolégica en el
preoperatorio se presenta como un arma interesante para
intentar acondicionar el medio en el que se va a realizar la cirugia.
La tecnologia actual, tanto en la clinica como en el laboratorio de
biologia molecular, permite responder a muchas de las cuestiones
planteadas en el pasado de una manera objetiva. La dexametasona
es un potente corticoide empleado de manera habitual en el
ambito de la cirugia de la catarata, y ha demostrado ser capaz de
modificar tanto la expresion de genes como las concentraciones
de multiples moléculas implicadas en la muerte celular. Debido a
las caracteristicas del endotelio corneal, y a las peculiaridades que
presenta en el paciente diabético, todos estos datos son
tremendamente interesantes para conocer si podemos mejorar la
viabilidad endotelial tras la cirugia de la catarata en el paciente
diabético.

Con la presente Tesis Doctoral, se plantea que una
pauta terapéutica preoperatoria con dexametasona podria
mejorar la supervivencia endotelial asociada a un incremento de
la expresion de moléculas antioxidantes, de la capacidad total
antioxidante del humor acuoso y un descenso de las moléculas
inflamatorias presentes en la cadmara anterior. Las multiples
variables evaluadas comprobaron que la aplicacion de
dexametasona topica prequirigica no aportaba beneficios en la
supervivencia endotelial en los grupos de pacientes estudiados.

We present a research whose aim is to check the
effects of topical dexamethasone in ophthalmic solution as
preoperative treatment in the cataract surgery of the diabetic
patient. Endothelial survival has been always one of the main
concerns of surgeons. The research has been focused mainly in
postoperative treatments. However, preoperative treatment is a
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very interesting way to modulate the environment where the
surgery happens. Improvements in clinical examination and lab
technology let to answer many questions in an objective way.
Dexamethasone is a corticosteroid commonly prescribed around
cataract surgery that has shown power enough to modify
expression of many genes, including antioxidants and molecules
involved in cellular death. Due to endothelium characteristics,
especially in diabetic patients, all these data will be very useful to
check if it is possible to improve the endothelium viability after
the cataract surgery in the diabetic patient.

This Doctoral Thesis presents a preoperative
treatment based on topical dexamethasone that try to improve the
endothelium viability associated to an upregulation of
antioxidants enzyme genes, an increase in the total antioxidant
capacity and a decrease in pro-inflammatory molecules of the
anterior chamber. Multiple evaluated variables showed that
preoperative topical dexamethasone did not offer any clinical
benefits in endothelium survival after cataract surgery in diabetic
patients.



1. ABREVIATURAS
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ABREVIATURAS

1.A. ABREVIATURAS

AV
ACTB
ADNc

AGEs

Arg
ARN
ARNm
ATP

BHA
CA
CAT
CTA
CCC
CCL
CDC

CDE

CEC
Cl-
CRE

CSF 2

Cv
CXCL
DCE
DM
DT
EAO
ELISA

EO
FGF basic

Agudeza Visual

Beta-Actin: Beta Actina

Acido DesoxirriboNucleico

complementario

Advanced Glycation End products:

Productos finales de la glicosilacion

avanzada

Arginina

Acido RiboNucleico

Acido Ribonucleico mensajero

Adenosin Triphosphate: Trifosfato de

adenosina

Barrera HematoAcuosa

Camara Anterior

Catalasa

Capacidad Total Antioxidante

Capsulorrexis Circular Continua

Quimiocinas CC

Citotoxicidad Dependiente del

Complemento

Cumulative Dissipated Energy: Energia

disipada acumulada

Células Endoteliales Corneales

Cloro

Copper Reducing Equivalents: Equivalentes

reductores del cobre

Colony Stimulating Factor 2: Factor

estimulante de colonias 2

Coeficiente de Variaciéon

Quimiocinas CXC

Densidad Celular Endotelial

Diabetes Mellitus

Desviacidn tipica

Enzimas AntiOxidantes

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay:

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a

enzimas

Estrés oxidativo

Fibroblast Growth Factor basic: Factor de
crecimiento de fibroblastos basico
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FO
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GAG
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Bicarbonato
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IP-10

K+
Leu
MCP-1/MACF
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MIP-1a/CCL3
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PCR
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Ligando de Quimiocina (Motivo C-C) 3
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RPM
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SOD

SOD2
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Th
TNF-a

TNF-B/LT-o

UAE
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uv

ul
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V-1
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VEGF
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Reactive Oxygen Species: Especies reactivas
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1.B. CODIGO DE COLORES PARA LA LECTURA DE LAS GRAFICAS

JOND NRED BC

Amarillo: Pacientes no diabéticos
Azul: Pacientes diabéticos

Naranja: Grupo 1 (No DM - No Dexametasona)
Verde: Grupo 2 (DM - No Dexametasona)
Rojo: Grupo 3 (No DM - Dexametasona)
Morado: Grupo 4 (DM - Dexametasona)

Azul: Visita 0
Granate: Visita 1
Verde: Visita 2
Marroén: Visita 3
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1. INTRODUCCION

2.A. PREGUNTA DE INVESTIGACION, JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

2.A.1. Pregunta de investigacion

Enunciado:
La presente tesis doctoral se plantea como
consecuencia de la siguiente pregunta de investigacion:
(Es posible mejorar farmacolégicamente el ambiente
en el que transcurre la cirugia de la catarata para lograr una mejor
supervivencia endotelial ante la agresion quirurgica?

Motivacion:

La cirugia de la catarata es la mas frecuente de todas
las oftalmolégicas. Los pacientes diabéticos tienen una mayor
incidencia de catarata y un microambiente metabdlico que
confiere a la cérnea una serie de caracteristicas especiales que
dan lugar a la queratopatia diabética. Esta poblacién de pacientes
se postula como excelente para comprobar, por sus
caracteristicas, si esa modulacion farmacoldgica es posible.
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2.A.2. Justificacion

La cirugia de la catarata es la que una persona tiene
mas probabilidad de necesitar a lo largo de su vida, siendo cada
vez diagnosticada y tratada mas precozmente. Ademas, existen
una serie de grupos de poblacién que presentan una incidencia
mas alta, entre los que destacan los diabéticos 12.

Esta cirugia se realiza en una localizacién muy especial,
la camara anterior (CA). La parte anterior de la misma es el
endotelio corneal. Se trata de una monocapa de células que carece,
en condiciones normales, de capacidad de replicacién, y que se
encarga, entre otras funciones, de mantener una correcta
proporcién hidrica de la cérnea para permitir su normal
funcionamiento. El numero de células endoteliales corneales
(CEC) disminuye progresivamente desde el nacimiento de una
forma constante y, en ausencia de una patologia endotelial, suele
ser suficiente para mantener su funciéon en el periodo de
expectativa vital del paciente. Sin embargo, la realizaciéon de una
cirugia intraocular, en algin momento de la vida, condiciona una
reduccion del nimero de células, lo que puede comprometer la
funcién corneal 3-5. La cirugia moderna de la catarata, a pesar de
los multiples avances, todavia condiciona una pérdida entre un 5-
15% de las células endoteliales®’. No obstante, es un porcentaje
menor que el que ocasionaban las técnicas mas antiguas como la
extraccion extracapsular o la intracapsular del cristalino 3-58-10,

Ademds, existen wuna serie de condicionantes
preoperatorios, como la presencia de cualquier enfermedad
endotelial, que ocasionan una reducciéon en el nimero basal de
esas células. En estos casos, la cornea es mas susceptible a que la
perdida originada tras una cirugia intraocular, como la de la
catarata, condicione su correcto funcionamiento 1112,

El mecanismo por el que las células endoteliales mueren
tras una intervencidon es maultiple!3.14, El contacto directo con el
terminal de facoemulsificacion es excepcional y suele ser derivado
de una cirugia complicada. Sin embargo, el dafio indirecto
originado por un exceso de energia empleada en la
facoemulsificacion suele ser la causa mas comun 4 Entre los
mecanismos celulares iniciados en ese momento destacan el
aumento de estrés oxidativo (EO) y la inflamacién, que pueden
condicionar una muerte endotelial por apoptosis*1>.

La cirugia de la catarata ocasiona un cambio en la
composicion del humor acuoso (HA). Durante Ila
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facoemulsificacion el HA es reemplazado por soluciones salinas
balanceadas que, evidentemente, tienen una formulacion mas
limitada. Por ejemplo, desaparecen la mayor parte de las
moléculas antioxidantes presentes en la CA, que precisan un
tiempo para su nueva sintesis o reposicién 6. Por otro lado, la
perdida de la barrera hematoacuosa (BHA) origina que aparezcan
células inflamatorias en CA, y con ellas, multiples moléculas pro-
inflamatorias y pro-oxidantes, que contribuyen al incremento de
la inflamacion y del EO 16,

Asi pues, el endotelio corneal se encuentra en un
ambiente muy hostil nada mas finalizar la cirugia de la catarata, y
eso es una de las causas, probablemente, de la muerte celular?’.

En el caso de los pacientes diabéticos esto es
especialmente notable, ya que tienen un endotelio méas vulnerable
a cualquier agresion 1819 Esto esta ocasionado, entre otros
motivos, por una disminucion de la capacidad total antioxidante
(CTA) y a un acumulo de moléculas, potencialmente téxicas,
debido al microambiente creado por las condiciones metabdlicas
de su enfermedad 120, De hecho, todos esos cambios originan
alteraciones en casi todas las capas de la cornea, y dan lugar a lo
que se conoce como queratopatia diabética2l.

La posibilidad de dotar a la CA en el postoperatorio
inmediato de una mayor concentracién de antioxidantes y una
menor de moléculas proinflamatorias, se presenta como una
atractiva opcion para intentar reducir la muerte celular endotelial.
Esto puede ser especialmente importante en una extirpe sin
capacidad de autorrenovacion, y que, a largo plazo, puede precisar
de una reserva celular suficiente para poder superar posibles
futuros compromisos. Algunas soluciones empleadas durante la
cirugia incorporan antioxidantes, como el glutation o el ascorbato,
en un intento de compensar esta alteracion1?.22,

Existen multiples estudios sobre EO y, en concreto,
sobre la expresion de las enzimas antioxidantes (EAO) encargadas
de la proteccion frente a las agresiones pro-oxidantes. Sin
embargo, ain no se conoce bien como se expresan todas estas
proteinas, ni como esta regulada dicha produccion en la CA 23-25,

Los estudios en expresion de EAO, con otras estirpes
celulares, han permitido conocer que existen una serie de
farmacos capaces de modificar la regulacién de los genes de EAO,
como ocurre con la dexametasona, que es capaz de incrementar
esa expresion 2426,
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Basados en todos estos antecedentes, se plantea este
estudio para comprobar si la administracién preoperatoria a la
cirugia de la catarata de dexametasona en colirio, incrementa la
CTA en la CA, modifica la expresién de las enzimas implicadas y
reduce la presencia de moléculas proinflamatorias. La intima
relacién entre la cascada inflamatoria y los dafios inducidos por el
EO hace ideal el estudio de ambas familias de moléculas. El posible
inicio de los procesos de sintesis de las EAO inducido por la
dexametasona previo a la cirugia, puede ser vital, para empezar
cuanto antes la compensacion del incremento del EO en CA,
desencadenado por la facoemulsificacion, y con ello mejorar la
viabilidad del endotelio corneal.
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2.A.3. Hipoétesis

La  administracibn de dexametasona tdpica
preoperatoria en la cirugia de la catarata del paciente con diabetes
mellitus tipo 2 sin retinopatia diabética incrementa la expresion
de los genes de enzimas antioxidantes en la capsula anterior del
cristalino y la capacidad total antioxidante del humor acuoso, y
ademas, disminuye la expresidon de proteinas proinflamatorias en
la capsula anterior del cristalino y los niveles de moléculas
proinflamatorias en el humor acuoso, lo que permite una mejor
viabilidad postquirtrgica del endotelio corneal.
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2.A.4. Objetivos

El principal objetivo de esta tesis doctoral es comprobar el
efecto del pre-tratamiento con dexametasona topica en la cirugia
de la catarata en pacientes sin y con diabetes mellitus tipo 2 sin
retinopatia diabética en los siguientes aspectos:

1. En los parametros morfologicos de las células endoteliales
corneales valoradas mediante microscopia especular de no
contacto y en la paquimetria corneal como indice indirecto
de la funcién endotelial.

2. En la capacidad total antioxidante del humor acuoso
determinada mediante la reduccidn del cobre.

3. En las concentraciones de elementos de la cascada
inflamatoria en el humor acuoso determinadas mediante
tecnologia fluoroinmunoanalisis Multiplex.

4. En la expresion relativa de genes de enzimas antioxidantes
y de moléculas proinflamatorias en las células del epitelio
de la capsula anterior del cristalino mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa a tiempo real.
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2.B. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

2.B.1. Cornea

2.B.1.A. Estructura de la cérnea

La cérnea estd formada segun el concepto clasico por 5
capas, tres capas con componentes celulares diferentes, el epitelio,
el estroma y el endotelio, y dos capas acelulares, la capa de
Bowman y la membrana de Descemet 27-29,

Recientemente, debido al desarrollo de las
queratoplastias laminares corneales, se ha caracterizado una
nueva capa entre el estroma profundo y la membrana de
Descemet. Es un capa predescemética conocida con el nombre de
su descubridor, la capa de Dua 3931,

2.B.1.B. Inervaciony vascularizacion corneal

La cérnea es un tejido muy especial, que presenta la
inervacion mas compleja y densa del organismo y, a la vez,
ausencia de vascularizacion en condiciones normales.

La inervacion corneal es imprescindible para funciones
tan distintas como la percepcion de dolor o la reparacion celular,
especialmente la epitelial. La cérnea es uno de los tejidos mas
densamente inervados del cuerpo. La densidad de las
terminaciones nerviosas de la cérnea es de 300 a 400 veces mayor
que en la piel 3233, La mayoria de los nervios sensoriales de la
cérnea derivan de los nervios ciliares de la rama oftdlmica del
nervio trigémino. Los nervios ciliares largos forman el anillo
nervioso perilimbal, y las fibras nerviosas penetran en el estroma
corneal profundo radialmente, para luego ascender, formando el
plexo subepitelial terminal y el plexo subbasal 34.

La degeneraciéon o disfuncion de los nervios
sensoriales de la cérnea puede dar lugar a retrasos en la
cicatrizacion de las lesiones corneales, e incluso patologia de
origen puramente neurotroéfico. El correcto funcionamiento de
este plexo nervioso es esencial para el mantenimiento de la
fisiologia de la cornea.

En condiciones normales, la coérnea es un tejido
avascular. La obtencidn de las multiples moléculas necesarias para
mantener su homeostasis se hace de una manera alternativa a la
que lo hace la mayor parte del organismo.
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En ciertas condiciones patoldgicas, el estroma corneal
puede ser invadido por neovasos que crecen desde el limbo y
alteran la funcién corneal al perder su valor mas preciado, la
transparencia corneal.

2.B.1.C. Capasdelacérnea

1. Epitelio corneal

El epitelio corneal es una multicapa de células
epiteliales escamosas estratificadas no queratinizadas, localizadas
debajo de la pelicula lagrimal, con la que constituyen el primer
sistema de defensa biolégica de la superficie ocular tras los
parpados 3536,

El espesor del epitelio de la coérnea es de
aproximadamente 50 micras, y representa aproximadamente el
10% del total de la paquimetria2°.

El epitelio corneal presenta tres tipos de células
diferentes: una o dos capas de células escamosas superficiales
finas, dos o tres capas de células alares anchas poligonales,
intermedias, y en lo mas profundo, una capa de células basales
columnares unidas a la membrana basal. Estas células tienen su
origen en las células madres del limbo esclerocorneal, desde
donde migran y maduran en direccién centripeta y hacia las capas
superficiales de la cornea 2937,

2. Capa de Bowman

40

La capa de Bowman es una matriz extracelular situada
entre el epitelio corneal y el estroma. Tiene aproximadamente 12
um de espesor y esta compuesta basicamente de fibras de
colageno y proteoglicanos. Su aspecto macroscépico es muy
regular y liso.

La capa de Bowman carece de capacidad regenerativa,
y cuando se dafa, es sustituida por tejido cicatricial, por lo que
pierde su cualidad de transparencia 2237,
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3. Estroma corneal

El estroma constituye la capa mas gruesa de la cornea,
representando mas de 90% de su espesor. La mayor parte de las
caracteristicas de la cornea, incluyendo su biomecanica y su
transparencia, son atribuibles en gran parte a las propiedades
anatomicas y bioquimicas del estroma 37-3°.

El estroma estd formado por un componente celular
minoritario de queratocitos rodeados de una matriz extracelular
de colageno, que esta dispuesta en laminas siguiendo un patrén
ortogonal. La disposicion uniforme y la baja tasa de recambio de
las fibras de colageno en el estroma son esenciales para su
transparencia.

Estas fibras de coladgeno, sintetizadas por los
queratocitos, presentan un tamafio homogéneo, asi como una
distribucién en empalizadas dispuestas de manera regular 3940,
Tanto el diametro medio de las fibras de colageno, como la
distancia media entre ellas, son relativamente homogéneas y
miden menos de la mitad de la longitud de onda de la luz visible
(400-700 nm). Las fibras de colageno forman laminas de
orientacion oblicua en el tercio anterior del estroma, y laminas
paralelas en los dos tercios posteriores. Esta disposiciéon
anatémica influye en la manera en la que la luz atraviesa la cérnea
y en sus caracteristicas biomecanicas 1.

El segundo componente mas abundante de la matriz
extracelular, también sintetizado por los queratocitos, son los
proteoglicanos. Los proteoglicanos confieren propiedades
hidroéfilas al estroma. Son proteinas glicosiladas con, al menos, una
cadena de glicosaminoglicano (GAG), que esta unida
covalentemente al nucleo proteico. Los GAG estan formados por
disacaridos repetidos. Los GAG que se encuentran en el estroma
corneal incluyen el queratan, el condriotin y el dermatan-
sulfato29:42,

4. Membrana de Descemet

La membrana de Descemet es la membrana basal del
endotelio corneal. Esta situada entre el estroma posterior y el
endotelio corneal, y tiene unas 10-15 pum de espesor que
incrementa con la edad del paciente 37. Es sintetizada por el
endotelio y se compone principalmente de colageno tipo IV y VIII
y laminina, pero también contiene fibronectina. Esta formada por
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5. Endotelio Corneal

una zona estriada anterior que se forma durante la vida
intrauterina, de unas 3 pum de espesor, y una zona no estriada
posterior que aumenta progresivamente durante toda la vida 2943,

5.1. Conceptos generales.

La capa mas interna de la cérnea esta compuesta por
una monocapa de CEC. Las CEC tienen su origen embrionario en la
cresta neural. Estas células son poligonales, en su mayor parte
hexagonales, con aproximadamente 5 micras de grosor y 20
micras de anchura. Su distribucidon es uniforme en condiciones
normales 44,

La densidad media al nacimiento es de 3500-
4000cel/mm?2 45, Su capacidad proliferativa in vivo es muy baja, o
nula, una vez que adquieren su forma madura. Las células
permanecen en un estado no replicativo, detenidas en la fase Gl,
durante todo el periodo de vida normal. Por lo tanto, el nimero de
CEC disminuye gradualmente con la edad. La pérdida celular es
mas rapida los primeros afios de vida, aproximadamente hasta la
segunda o tercera década de la vida. La perdida media de CEC es
de un 0.3-0.6% por afio #>46, El resultado es una densidad celular
en la edad adulta de unas 2500 - 3000 células/mm? 29.37.47-49,

5.2. Evaluacién morfolégica con microscopia endotelial
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La morfologia de las CEC se puede evaluar in vivo de
una manera no invasiva mediante la microscopia endotelial. Las
imagenes obtenidas en esta exploracion permiten obtener
diferentes indices del endotelio corneal“s.

El indice mas empleado es la densidad celular
endotelial (DCE). El procesamiento informatico de la imagen
obtenida permite el reconocimiento de los limites de las CEC, y
hacer una contaje automatico de las células presentes por mm?2.
Sin embargo, la densidad celular no ofrece ningtin dato directo de
la funcionalidad.

Otro indice que normalmente ofrecen los microscopios
especulares es el area media celular, expresada en mm?Z por célula.
El coeficiente de variacién (CV) es el valor resultante del cociente
de la desviacion estandar de la media del area de la célula y la
media del area de la célula. El CV es un marcador clinicamente
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muy valioso, y es una medida objetiva del polimegetismo, que
expresa las diferencias en el tamafio de las células individuales. Se
considera:

o Normal: =35 %

o Patolégico: > 35 %

Finalmente, el otro parametro morfométrico del estado
del endotelio mas empleado habitualmente es el porcentaje de
hexagonalidad (PH). Este valor informa del porcentaje de células
con morfologia hexagonal. Se considera:

o Normal: =50 %
o Patolégico: <50 %

Las variaciones del PH se conocen como
polimorfismo#44850-52,

El dafio endotelial por cualquier causa puede provocar
un incremento del polimegetismo y del polimorfismo endotelial,
que no dejan de representar los mecanismos compensadores
celulares para mantener la fisiologia corneal.

5.3. Fisiologia endotelial

Las CEC contienen un gran nucleo y organulos
citoplasmaticos abundantes, incluyendo las mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, ribosomas libres, y el aparato de Golgi, que son
indicadores de la alta actividad metabdlica de estas células.

Las CEC presentan diversos complejos de unién entre
ellas, como las uniones estrechas (zonula occludens), uniones
membrana-membrana o uniones gap (macula occludens), y los
desmosomas (macula adherens). Las uniones gap permiten la
transferencia de moléculas pequefias y electrolitos entre las CEC.

La capa de CEC proporciona una barrera permeable al
HA, pero impide el flujo libre. Esta circulacién permite el paso de
nutrientes a la cérnea avascular desde la CA 5.

Las CEC contienen sistemas de transporte de iones que
contrarrestan la imbibicidn de agua en el estroma. Existe un
gradiente osmotico de Na* entre el HA (143 mEq/L) y el estroma
(134 mEq/L) que genera un flujo de Na* desde el HA hacia el
estroma y un flujo de K* en direcciéon opuesta. La bomba Na*/K*
dependiente de la ATPasa extrae Na* de la célula e introduce K*. El
intercambiador Na*/H* introduce Na* en las CEC y saca H*. Ambos,
son expresados en la membrana basolateral de las CEC33.

El di6xido de carbono también difunde al citoplasma
de estas células, que junto con agua, genera iones bicarbonato
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(HCO3°) en una reaccién catalizada por la anhidrasa carbénica. El
HCO3" es difundido o transportado, e intercambiado con Cl-, al HA.
Junto con este movimiento de HCO3- se genera un flujo de agua a
través de las células endoteliales hacia el HA que permite
mantener la transparencia corneal.

El endotelio actia por tanto, como una barrera de
permeabilidad selectiva entre el HA y el estroma corneal, y como
bomba que mantiene la cornea en un estado parcialmente
deshidratado 37.

La principal encargada de crear un gradiente que
favorezca el paso de agua desde el estroma a la CA es la bomba
endotelial, que depende principalmente de la bomba
Na*/K*/ATPasa 4054, Este gradiente, a su vez, depende también de
otros iones como HCO3, Cl- y H*. La alteracién de cualquiera de
estos mecanismos produce una disminucion de la actividad de la
bomba endotelial que originaria un acimulo de agua en el
estroma corneal.

El sistema de transporte de iones es dependiente de la
energia celular, por lo que situaciones que originan un
enlentecimiento metabdlico, como la refrigeracion de la cornea,
genera un engrosamiento y opacificaciéon a expensas de un exceso
de hidratacién estromal. El retorno de la cérnea a la temperatura
corporal normal genera el fenémeno conocido como inversion de
la temperatura, con la restauracién de su espesor y transparencia.

5.4. Cirugia y endotelio.
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Las CEC en estado maduro carecen de capacidad
proliferativa en los seres humanos. La densidad de las CEC
disminuye en el proceso de envejecimiento tisular >5. Pero
ademas, estd perdida constante en condiciones normales en el
tiempo, se puede ver acelerada en una serie de circunstancias.
Traumatismos, enfermedades corneales como las distrofias
endoteliales, el uso de lentes de contacto 52, o enfermedades
sistémicas como la diabetes 185657 pueden ser causas de contajes
bajos de CEC. Sin embargo, la causa mas comin de perdida
endotelial es la cirugia intraocular y, entre ellas, la mas frecuente
es la facoemulsificacion del cristalino 35910, La proteccién de las
CEC durante la cirugia es vital para minimizar el dafno131416,

La cornea reacciona a los dafios producidos
quirurgicamente con una serie de mecanismos compensadores
como respuesta a la disminuciéon del nimero de CEC que cubren
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un area determinada. Las células que sobreviven del area afectada
incrementan su tamafio y migran para cubrir las areas denudadas
tras el dano pero, lamentablemente, sin un aumento en su
numero. La funcién celular se adapta a las crecientes demandas
que siguen a la pérdida de células mediante un aumento del
numero de sitios de transporte de iones en la membrana de cada
célula endotelial.

Una lesidon severa endotelial puede condicionar la
aparicion de una respuesta inflamatoria que se acompafia de un
infiltrado de leucocitos polimorfonucleares. En algunos casos,
estos cambios pueden llegar a inducir a las CEC a que se
conviertan en células fibroblasticas e incluso a sintetizar una
membrana fibrosa retrocorneal.

Para que la transparencia corneal sea 6ptima, se debe
mantener constante el contenido de agua del estroma en
aproximadamente un 78%. El nivel de hidratacién es controlado,
principalmente, por el bombeo activo de agua desde el estroma al
HA por las células endoteliales, y por la barrera mecanica que
supone tanto el epitelio corneal, como el endotelio al paso de
fluidos>8. Si aumenta el contenido de agua estromal, disminuira la
transparencia de la cornea. Para que esto se produzca, la densidad
celular tiene que disminuir por debajo de, aproximadamente, el
15% de las cifras consideradas como normales, que supone un
recuento de alrededor de 500 células por mm?2. Existe, por tanto,
una considerable reserva fisioldgica*+.

2.B.1.D. Queratopatia diabética

La complicacién ocular mas conocida de la diabetes
mellitus (DM) es la retinopatia. Sin embargo, hasta un 70% de los
pacientes diabéticos pueden tener afectada la cérnea, aunque este
diagnostico es pocas veces realizado?!.

Las alteraciones en la cérnea pueden ser en los nervios,
el epitelio, el estroma o el endotelio. Ademas, también pueden
asociar cambios en la pelicula lagrimal, las células dendriticas o
problemas biomecanicos.

Epitelio: Los problemas epiteliales corneales de los
pacientes diabéticos son los mas conocidos, y de hecho, se refieren
en algunas publicaciones como queratopatia diabética. Entre estos
signos se incluyen la fragilidad epitelial, los defectos epiteliales
recurrentes y persistentes, el edema epitelial por alteracion de la
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barrera, las queratitis punteadas superficiales, la baja densidad de
células en la capa basal y la labilidad epitelial 21,59-63,

Nervios corneales: La disminuciéon de la sensibilidad
corneal esta publicada hace ya mas de 40 afios®* . Esta alteracion
normalmente va correlacionada con la severidad de la
enfermedad e influenciada por la edad?!, aunque pueden aparecer
en estadios muy tempranos en los que ni siquiera existe la
retinopatia®. Estudios mediante microscopia confocal permiten
observar alteraciones en la densidad nerviosa, la longitud y
densidad de ramificaciones, asi como la tortuosidad y grosor de
las fibras. Los mayores cambios ocurren en el plexo sub-basal
cerca del epitelio ¢6.67,

Estroma: Los cambios estromales han sido poco
estudiados hasta ahora. Las fibras de colageno pueden presentar
estructuras y grosores anormales®8. El estroma corneal diabético
puede acumular productos finales de la glicosilacién avanzada
(AGEs: Advanced Glycation End products), que tiene la capacidad
de originar un crosslinking corneal®?, con el consiguiente cambio
en el espesor corneal y en su comportamiento biomecanico?0.71,

Endotelio: Multiples estudios han evaluado |la
morfologia, nimero y funcionamiento del endotelio corneal en los
pacientes diabéticos. El incremento del polimegetismo y del
polimorfismo son muy caracteristicos aunque normalmente la
densidad celular no se ve afectada>®72-77, La funcién celular puede
también estar comprometida con una menor funcién de la bomba
endotelial, con los riesgos que pueden suponer para el normal
funcionamiento de la cérnea 21. La cirugia de facoemulsificaciéon
supone el mas claro ejemplo de estrés para el endotelio corneal, y
en el caso de los pacientes diabéticos su funciéon puede verse mas
comprometida’s.

2.B.2. Microscopia endotelial
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El microscopio especular (ME) es un dispositivo que
obtiene sus imagenes de una manera completamente distinta a la
mayoria de los microscopios. El ME se basa en la reflexiéon de un
haz de luz para obtener imagenes en una interfase 6ptica, en lugar
de obtener imagenes por la luz transmitida a través de una
sustancia*s.

La luz al atravesar una superficie puede ser reflejada,
transmitida o absorbida. La luz reflejada especularmente es la que
tiene importancia en la clinica para la microscopia especular, en la
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FIGURA 1.
Representacion de la

formacion de imagenes
mediante luz especular.

que el angulo de reflexion es igual al angulo de incision. La luz
capturada por el ME es empleada para la creacién de la imagen de
interés (Fig. 1) 7°.

La ME permite tomar una fotografia en vivo de las
células que recubren la capa interna de la cérnea. La interfase
entre el endotelio corneal y el HA es la mas estudiada con esta
técnica, aunque también se pueden obtener imagenes del
cristalino, del epitelio o del estroma.

Para llegar al endotelio, el rayo incidente tiene que
atravesar multiples capas transparentes, en condiciones normales,
desde la pelicula lagrimal hasta la capa de células endoteliales.

La calidad de imagen por ME depende de la cantidad de
luz reflejada a nivel de las diferentes interfases del camino
transcurrido. Existen 3 interfases que tienen un papel éptico
determinante: la primera entre el objetivo del microscopio y la
pelicula lagrimal, la segunda entre la lagrima y el epitelio corneal,
y la tercera entre el endotelio y el HA. En cada una de ellas, una
parte de la luz es reflejada en modo especular, hacia el
microscopio, y la otra parte continua su camino a través de la
cérnea. A mayor diferencia entre los indices de refraccién de las
diferentes capas, mas sera la reflexion luminosa. Ademas de estas
reflexiones, la luz dispersada por las opacidades o irregularidades
encontradas por el rayo incidente interfiere en la formacién de la
imagen. Esta luz dispersa altera la imagen endotelial y, en casos de
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edema estromal corneal, puede enmascarar totalmente Ila
imagen79-82,

La imagen obtenida de un endotelio joven sano
mediante esta técnica permite apreciar un mosaico de células
hexagonales con limites bien definidos y rectilineos. Al envejecer,
el tamafio de las células aumenta como consecuencia de la
disminucién de su nimero. Ademas, hay una tendencia a perder la
forma hexagonal al perder la regularidad de los angulos entre las
paredes de las células endoteliales. La diferencia de tamafio de las
células endoteliales, conocido como polimegetismo, y las
diferentes formas, conocido como polimorfismo, son parametros
que podemos conocer gracias a esta tecnologia*s.

La mayoria de los microscopios especulares modernos
proporcionan  analisis  morfométricos  automaticos, o
semiautomaticos, de las imagenes, con las que se calcula la DCE, el
CV, y el PH 508384 Entre las funciones del ME , esta también la de
permitir el calculo de la paquimetria corneal 73.8586,

Existen microscopios especulares de no contacto
(MENC) 87 y de contacto (MEC) 88, La tendencia en el mercado es a
una mayor presencia de MENC para mejorar la comodidad del
paciente y evitar los riesgos asociados al contacto 51.74:89-93,

La obtenciéon de una imagen Optima mediante una
correcta realizacion de la prueba es esencial para el andlisis
exacto automatizado del endotelio corneal. Por ello, es necesaria
la formacién de los técnicos para reconocer cuando el sistema
automatico ha cometido algin error. Los errores mas comunes
son la omision de células, el doble contaje, o el fallo cometido al
reconocer mal los limites celulares 48.

2.B.3. Camara anterior y humor acuoso
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La CA esta delimitada por delante por el endotelio
corneal y por detras por el iris y la pupila.

La profundidad de la CA es variable, es mas profunda
en ojos miopes o en pseudofaquicos, y menor en o0jos
hipermétropes. En el ojo emétrope adulto la profundidad en el
apex de la CA es de, aproximadamente, 3mm. El volumen de la CA
en el ojo emétrope es alrededor de 200 pl 37.

La CA contiene el HA, que es producido por el epitelio
del cuerpo ciliar. El HA llega a la CA a través de la pupila desde la
camara posterior %% El HA es la fuente de nutrientes para el
cristalino y la cérnea, ya que ambas estructuras son avasculares.
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De la misma manera, proporciona una via para la eliminacion de
productos de desecho. La composicion y el volumen del HA esta en
un equilibrio dindmico, determinado tanto por su velocidad de
producciéon y de salida, como por intercambios continuos con los
tejidos del segmento anterior.

La composicién i6nica de HA estd determinada por
sistemas de transporte activo selectivo que participan en su
secrecion por parte del epitelio ciliar. Entre sus componentes
destacan iones inorganicos y aniones organicos, carbohidratos,
glutation, urea, proteinas, factores moduladores del crecimiento,
oxigeno y dioxido de carbono.

Las concentraciones de sodio (Na*), potasio (K*) y
magnesio (Mg2*) en el HA son similares a las del plasma. Los dos
aniones principales son cloro (Cl) y bicarbonato (HCOs3-). El
lactato es el mas abundante de los aniones organicos del HA,
siendo su concentracion siempre mayor que la del plasma.

El acido ascorbico, en forma de ascorbato, es el
constituyente con una concentracion mas distinta respecto al
plasma del HA. Se trata de un potente antioxidante, presente tanto
en el HA como en los tejidos del segmento anterior, y su
concentracion en el HA es unas veinte veces superior a la del
plasma®s.

El glutation es otro antioxidante presente en el HA.
Actlia como estabilizador del estado de oxido-reduccién del HA,
reconvirtiendo el ascorbato en su forma funcional después de su
oxidacion. Su otra funcién principal es la de eliminar el exceso de
peroxido de hidrégeno en la CA%.

La concentracion de proteinas en el HA es muy inferior
a la del plasma para poder garantizar su transparencia. Multiples
factores de crecimiento han sido detectados en el HA %4, y la
composicion de estas proteinas cambia drasticamente en
diferentes condiciones oculares, especialmente en procesos
inflamatorios?’, en el glaucoma °8 o tras una agresidon externa
como una cirugia intraocular 1699, Del mismo modo, en el HA se
pueden detectar multitud de citocinas cuya composicién se puede
ver afectada por procesos inflamatorios, enfermedades como la
diabetes 100-102" o agresiones externas como una cirugia
intraocular 193, En el HA existen también EAO, como la familia de
la superoxido dismutasa (SOD) o la catalasa (CAT), que nos
protegen frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS) 104105,

La CA es acelular en condiciones normales y posee un
privilegio inmune debido a la BHA. Cuando se produce una
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alteracion de esta barrera, en situaciones como una agresion
ocular, traumatismo, cirugia intraocular, uveitis u otros trastornos
inflamatorios, el contenido de proteinas del HA puede aumentar
de una manera notable. La mencionada ruptura de la BHA
modifica la composicion del HA, desde la concentraciéon de acido
ascorbico, hasta la concentraciéon de EAO o citocinas 16105106,

La composicion tan especial del HA, como acaba de ser
descrita, lo dota de propiedades que permiten la proteccién de las
estructuras de la CA frente a multitud de agresiones.

2.B.4. Capsula anterior del cristalino
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El cristalino es una estructura biconvexa, transparente
y avascular, localizada detras del iris y que constituye la pared
posterior de la cAmara posterior 37.

La capsula del cristalino estd constituida por dos
componentes: la membrana basal y el epitelio del cristalino.

La membrana basal es producto del epitelio del
cristalino. Es elastica, rica en colageno tipo IV y otras proteinas de
matriz. La sintesis de la cdpsula anterior del cristalino, que
recubre el epitelio, continda durante toda la vida, de modo que su
grosor aumenta, mientras que el de la capsula posterior, donde no
hay epitelio, permanece relativamente constante. Los valores
estimados son de unas 15-20 um para el grosor de la cdpsula
anterior y de unos 3 pm para la posterior en el cristalino del
adulto.

El epitelio del cristalino se encuentra en intima
relacion con la superficie interna de la membrana basal
Unicamente se dispone a nivel de la superficie anterior y del
ecuador del cristalino, terminando aproximadamente 0,5 mm por
detras del ecuador. Se trata de una monocapa de células cubicas
con fuertes uniones (zonula occludens) y con uniones
comunicantes (gap junctions) por las caras laterales. Por similitud
con otros epitelios y endotelios que separan compartimentos, el
epitelio lenticular se puede considerar como una barrera capaz de
transportar solutos y agua unidireccionalmente. Esta funcién la
logran a través de una distribucion asimétrica de la ATPasa Na/K-
dependiente de las células.

Las fibras =zonulares mantienen suspendido el
cristalino y se insertan en la capsula, cerca del ecuador, en los
lados anterior y posterior.
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2.B.5. Facoemulsificacion

La cirugia de la catarata es, con diferencia, la que una
persona tiene en su vida mas posibilidades de necesitar.

Actualmente, el método mas ampliamente utilizado
para dicha cirugia es la facoemulsificacién mediante ultrasonidos
(US). Sin embargo, en los ultimos afnos se ha desarrollado la
tecnologia de laser de femtosegundo, con una serie de supuestas
ventajas que esta todavia pendiente de confirmar, sobre todo en el
aspecto de coste-beneficio 2107-109,

La técnica consiste en la emulsificacion y aspiracion del
contenido del saco cristaliniano a través de una pequeia
incision110, Desde su introduccion a finales de 1960 hasta la
actualidad, la facoemulsificaciéon se ha convertido en el método
mas eficaz para la extraccion de cataratas. Los avances en la
técnica quirdrgica y modificacion de la tecnologia han permitido
un aumento de la seguridad y la eficacia. Entre los avances que
han dado forma a la facoemulsificacién moderna se encuentran la
realizacion de la incision, la capsulorrexis circular continua (CCC),
la hidrodiseccién, la hidrodelineaciéon y las diferentes técnicas
para fragmentar el cristalino. El refinamiento de la técnica ha
permitido una rapida rehabilitacion visual y una excelente
estabilidad de la estructura ocular 6711,

La fragmentacidn del cristalino se consigue mediante la
aplicacion de energia ultrasénica desde la punta del
facoemulsificador. Actualmente existen tres tipos de energia, la
longitudinal, la transversal y la torsional 389111,

En el modo longitudinal, la potencia de ultrasonidos
necesaria para emulsificar el cristalino, para su posterior
aspiracién y eliminacién, se produce por el desplazamiento
longitudinal de la aguja del facoemulsificador. La punta se mueve
hacia adelante y hacia atras con una alta frecuencia para actuar
sobre el material cristaliniano antes de aspirarlo por el mismo
terminal 111,

EL modo transversal realiza un movimiento de lado a
lado en vez del longitudinal, aunque pueden ir ambos
asociados12,

La tercera manera de generar ultrasonidos es mediante
el movimiento torsional de la punta del facoemulsificador. En la
actualidad este método esta disponible en las piezas de mano 0zil
de las plataformas Infinity Vision System, Centurién vy
Constellation (Laboratorios Alcon, Fort Worth, Texas, Estados
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Unidos). Las oscilaciones giratorias de la punta de
facoemulsificaciéon tienen una frecuencia de 32 Khz, generando
energia ultrasonica torsional. El efecto de oscilacion de la
plataforma de torsion Ozil, y las mejoras incorporadas, reducen la
cantidad de energia de facoemulsificacién requerida y aumentan
la eficiencia para retirar el nucleo del cristalino. Esto es debido a
que la repulsién apenas existe, a diferencia de lo que ocurre con la
energia longitudinal. La fractura de la catarata ocurre por
cizallamiento y no solamente por el efecto de martillo neumatico
convencional 3,5,8-10,111,113,114'

La energia empleada para la facoemulsificacion del
cristalino origina una pérdida de células endoteliales. La
reduccion de potencia de los US y la mejora de su eficiencia son
los principales objetivos para reducir este efecto. A pesar de todos
los avances, la cirugia moderna de la catarata condiciona una
pérdida de un 5-15% de las CEC, frente a las técnicas mas antiguas
que condicionaban una mayor pérdida endotelial 3-11.113-115,

La perdida de las células endoteliales en la cirugia de la
catarata puede estar originada por multiples factores. El dafio
directo por contacto mecanico es excepcional, y el mecanismo mas
comunmente implicado es el indirecto inducido por la cascada
inflamatoria y de EQ 415116117,

Algunos de los factores que van a inducir ese dafo,
pueden intentar reducirse para minimizar la muerte endotelial,
como la disminucién del tiempo quirurgico, de la energia
empleada e incluso la utilizacién de energia torsional en vez de
longitudinal 35910115 QOtros factores, como la experiencia del
cirujano, condicionan un mejor prondstico endotelial, debido al
bajo nimero de complicaciones intraoperatorias y la rapidez de la
intervencion 1314,

La capacidad antioxidante que tiene la CA para
protegerse de la cascada oxidativa originada, y de la cascada
inflamatoria asociada durante la intervencion, se ve alterada
durante la cirugia de la catarata, y puede comprometer la
supervivencia endotelial de una manera permanente y afectar a la
funcién visual 415116117,
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2.B.6. Marcadores inflamatorios y antioxidantes
1. Marcadores inflamatorios:

La ruptura de la BHA durante la cirugia de la catarata
causa la aparicién de células inflamatorias en CA, y con ellas,
multiples citocinas y moléculas pro-oxidantes, que provocan un
mayor EQO 16118,

Las citocinas son moléculas que estan presentes en casi
todos los procesos biolégicos 119-121) siendo las responsables de
la comunicacién intercelular y actuando fundamentalmente como
reguladores de las respuestas inmunitaria e inflamatoria. Son
proteinas de bajo peso molecular que se unen a receptores
especificos. Estan involucradas en procesos biologicos como el
crecimiento celular, la diferenciacion y la supervivencia. Las
citocinas también han sido implicadas en la regulaciéon de la
hematopoyesis, la inflamacién y la reacciéon inmunitaria frente a
las infecciones 122123,

Las citocinas son producidas principalmente por los
linfocitos y macro6fagos, aunque también pueden hacerlo otras
células. Son proteinas similares a las hormonas, capaces de
amplificar una respuesta inmune, y también la supresion de la
misma. Sintetizadas principalmente por los linfocitos T helper
(Th), se agrupan en patrones Th1, Th2 y Th 17 dependiendo de la
familia que las produzcan. Las citocinas Thl y Th 17, son
consideradas proinflamatorias y favorecen la respuesta inmune
celular. Las Th2 son responsables de la transformacion de las
células B y de las respuestas de hipersensibilidad. Durante mucho
tiempo se ha pensado que ambos tipos de respuesta inflamatoria
se inhibfan mutuamente. Sin embargo, se ha demostrado que
ambos tipos de citocinas interactian entre si, lo que demuestra
una compleja regulacion 119.124-127,

Las citocinas se dividen en familias de moléculas
reguladoras como los interferones, las interleucinas (IL), las
quimiocinas, los factores de crecimiento y los factores
estimulantes de colonias, de acuerdo a la clasificacion histérica de
sus funciones. El ndmero de citocinas purificadas y para las que
han sido descritos efectos continia creciendo rapidamente
124,128,129,

Los interferones (IFN) son proteinas que acttian en las
células estimulando la defensa intracelular frente a los virus. El
IFN-a, IFN-B, IFN-y, and IFN-A son producidos en respuesta a
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infecciones virales para prevenir su replicacion. Ademas, los IFN
son capaces de regular las respuestas inmunes, especialmente el
IFN-y, que puede activar células fagociticas como los macréfagos
en los tejidos y ser un inmunorregulador importante por su
potente capacidad de inducir la expresidon de antigenos de clase II
en las células.

Las interleucinas son proteinas de bajo peso
molecular que ejecutan multiples funciones vinculadas al
crecimiento celular, la inmunidad, la diferenciacion tisular, la
inflamaciéon o la modulacién de otras citocinas. Las IL son
principalmente factores de crecimiento hemotopoyético, dentro
de las cuales se encuentran distintos grupos.

a. IL-1-like: consiste en la IL-1a, IL-1f3, el antagonista del
receptor de la IL-1 (IL-1RA) y la IL-18. Estas proteinas
son fundamentales en la produccion de fiebre, la
induccion de genes implicados en la respuesta de fase
aguda y la activacion de linfocitos.

b. Cadenay comun: Entre las citocinas que usan la cadena
y comun (CD-132) en su receptor se encuentran la IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 e IL-15. Estas citocinas provocan
la activacion y diferenciacion de linfocitos.

c. IL-6-like: este grupo incluye la IL-6, IL-11, el factor
inhibidor de leucemia (LIF), oncostatina M (OSM), G-
CSF e IL-12, siendo la IL-6 la citocina prototipo. Tienen
funciones superpuestas y son los mediadores en varios
procesos inmunes, incluyendo la hematopoyesis y la
produccion de la respuesta de fase aguda.

d. IL-10-like: 1L-10, IL-19 e IL-20 son los miembros de
este grupo. Juegan un papel fundamental en Ia
supresion de respuestas inflamatorias, a través de la
inhibicién de la sintesis de IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a y
GM-CSF por células como macréfagos y células Th1.

Las quimiocinas son citocinas quimiotacticas, de ahi
su nombre, de pequefio tamafio. Dependiendo de la posicién de
los 2 primeros residuos de cisteina en su estructura primaria,
pueden clasificarse en 4 grupos: quimocinas C, quimiocinas CC,
quimiocinas CXC y quimiocinas CX3(C120:
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a. Quimiocinas C (XCL): Formado por las linfotactinas.
La linfotactina a y b que atraen linfocitos, pero no monocitos
o neutrofilos.

b. Quimiocinas CC (CCL): Son al menos 27 miembros.
Sus dianas incluyen monocitos, células T, células dendriticas,
eosinofilos y células NK. Entre las mas representativas estan
las proteinas quimiotacticas de monocitos (MCP), las
proteinas inhibidoras de macréfagos (MIP), RANTES/CCL5 y
eotaxina/CCL11.

C. Quimiocinas CXC (CXCL) Constituidos al menos por
14 ligandos. Median principalmente la quimiotaxis de
neutroéfilos. Las mas representativas son IL-8/CXCLS,
monocina inducida por IFN-y (MIG)/CXCL9, la proteina 10
inducida por IFN-y (IP-10)/CXCL10, y el factor derivado de
estroma-1 (SDF-1)/CXCL12.d)

d. Quimiocinas CX3C, el unico representante es la
denominada fractalcina/CX3CL1. Es un quimioatrayente
para linfocitos intraepiteliales derivada de células epiteliales
y endoteliales. Interacciona con su Unico receptor CX3CR1
que se expresa en monocitos, células NK, y otras células T.

Su accién bioldgica estd mediada por la interacciéon con
los receptores transmembrana unidos a proteinas G. Su funcién
mas importante es la de regular la migraciéon celular, al actuar
como quimiotacticos. Sin embargo, estas moléculas estan
implicados en muchas otras actividades como la hematopoyesis, la
angiogénesis, la degranulacion, la fagocitosis y la regulacién del
crecimiento o el desarrollo celular 119.122,128,130,131,

Segun la funcién que desempefien se pueden dividir en
dos grupos: constitutivas e inflamatorias.

Las quimiocinas constitutivas mantienen la correcta
organizacion del sistema linfoide y permiten la correcta migraciéon
de los linfocitos al sistema circulatorio y a los 6rganos linfoides
secundarios, asi como su regreso.

Las quimiocinas inflamatorias participan en las
respuestas inflamatorias actuando como quimiotacticos para los
leucocitos, reclutando monocitos, neutréfilos y otras células
efectoras desde la sangre hasta el lugar de la infeccion o dafio
tisular, a través del endotelio vascular localizado en el tejido
inflamado 122.130-132_
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Factor de necrosis tumoral (TNF): Los miembros
mas representativos de esta familia son TNF-a, TNF-f3, y Fas
ligando (FasL)/CD-178. Entre ellos destaca el TNF-a que es una
citocina pro-inflamatoria que fue originariamente identificada
como mediador en la muerte de células tumorales. Lo producen
principalmente los macroéfagos activados, células NK y células T
(principalmente Th1). El TNF-a juega un papel en la activacion
endotelial y movimiento de linfocitos, siendo este uno de los
mediadores cruciales en la inflamacion aguda y crénica y la
autoinmunidad. Como otros miembros de la familia, TNF-a puede
inducir apoptosis en algunas dianas celulares.

Factor de crecimiento transformante (TGF)-B: La
familia del TGF-3 incluye un gran nuimero de factores, estructural
y funcionalmente relacionados, que actdan como reguladores
multifuncionales de un amplio rango de procesos bioldgicos. Los
miembros de la familia del TGF- estan implicados, entre otras
funciones en la morfogénesis, el desarrollo embrionario, la
proliferacion celular, la regulacion inmune, la reparacién de
tejidos, la inflamacién y el cancer. Existen cinco isoformas del
TGF-f, designadas como TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4 y TGF-
B5. Son expresados por mudltiples tipos celulares, y estan
involucrados en el desarrollo, regulacién inmune, tolerancia
inmune, carcinogénesis, reparacion de tejidos, y generaciéon y
diferenciacién de muchos tipos celulares.

2. Antioxidantes:
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El EO puede ser definido como la situacion en la que la
produccion de ROS excede a los mecanismos defensivos
antioxidantes del organismo 23.

Las ROS son una serie de moléculas con alta capacidad
oxidante como el anion superoéxido (027), el peroxido de hidrogeno
(H202), el radical hidroxilo (-OH), o el atomo de oxigeno (102) que
pueden dafar los tejidos 133134 Los organismos vivos han
desarrollado complejos sistemas antioxidantes para contrarrestar
las ROS135, Estos sistemas antioxidantes incluyen enzimas tales
como la SOD 136, la CAT 137 y la glutatiéon peroxidasa 138;
macromoléculas como albuimina, la ceruloplasmina y la ferritina; y
una serie de pequeias moléculas, incluyendo el acido ascorbico, el
glutation 139, el acido drico y la bilirrubina 96140141 [,as ROS se
producen constantemente, no sélo como resultado de condiciones
patoldgicas, como la isquemia y la exposicion a la luz ultravioleta
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(UV) 142, sino también como parte del metabolismo normal de las
mitocondrias 105143,

Las acciones de cada una de ellas son distintas, y asi,
por ejemplo, la SOD, se encarga de descomponer el 02" en H0»,
mientras que la CAT descompone el H202 en agua.

El incremento de las ROS se ha visto implicado en
multiples enfermedades 23144145 [gualmente, existen multiples
estudios que han demostrado el papel de las ROS en
enfermedades oculares 121,133,146-148

La agresion oxidativa que mas comunmente recibe las
estructuras de la CA esta directamente relacionada con su funcién.
La luz se transmite a través de ella para que la informacién pueda
llegar a la retina. Uno de los componentes de la luz es la radiaciéon
UV, que es preciso filtrar para compensar los procesos
secundarios de EO que inicia en las estructuras de la CA.

La mayor parte de radiacion UV se filtra en el
cristalino, que es rico en antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos 25133149 [a CA, y en concreto el HA, que estad en
contacto directo con el cristalino, es rico en acido ascérbico. El
ascorbato, es un potente antioxidante y es la prueba mas clara de
la especial condicién del HA. La funcién de la alta concentraciéon
de acido ascdrbico es ayudar al endotelio corneal en los procesos
oxidativos ligados a su normal funcionamiento, y a la radiacién UV
procedente de la luz 22141, Ademads, existen una serie de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, ya mencionados, que
también ayudaran a compensar los ROS procedentes del
metabolismo normal de las células, asi como los procedentes de la
exposicién a la radiacién. 104

En el proceso de envejecimiento existen ademas otra
serie de factores que pueden acelerar ese proceso, como la
presencia de diabetes, cuyas numerosas consecuencias en el ojo
son bien conocidas 20105, En el caso de los pacientes diabéticos
esto es especialmente notable, ya que tienen una capacidad
antioxidante menor, debido a todo el microambiente creado por
su enfermedad 20101,

En la génesis de las cataratas seniles también tienen un
papel importante las ROS 105150, La aceleracion de la oxidacion del
cristalino y la disminucién de la capacidad para eliminar
productos oxidativos causados por la radiacion UV y el
envejecimiento, conducirdn a cambios en la opacidad del
cristalino149.151,
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La fuente mas comun inductora iatrogénicamente de
EO es la cirugia. La facoemulsificacion del cristalino genera
multiples ROS por la energia liberada, que han de ser
compensadas por los antioxidantes presentes en la CA para evitar
un dafio oxidativo secundario sobre el endotelio corneal 16116152,

2.B.7. Estrés oxidativo y dafio endotelial

El EO estd implicado en multitud de procesos
patolégicos tanto sistémicos 23144 como oculares 25105146-148 E] EQ
puede alterar las células a través de dafio mediado en proteinas,
lipidos de las membranas celulares o ADN.

El endotelio corneal es la capa mas interna de la cérnea
y a la vez la capa mas sensible al dafio debido a su incapacidad de
replicacién. Su morfologia, asi como su funcionalidad, se pueden
alterar por multitud de procesos 4452153 como la edad, un aumento
de la presién intraocular (PIO) 154, traumatismos, enfermedades
sistémicas como la diabetes 155, distrofias endoteliales!56.157,
cirugias como la de catarata 19158 o las queratoplastias 15°.

Durante la cirugia de la catarata las células endoteliales
se pueden dafiar por distintos mecanismos, incluyendo la
duracién excesiva de la facoemulsificacién, los traumas debidos al
impacto de fragmentos nucleares, las burbujas de aire, los dafos
mecanicos o por el calor generado por el terminal. Estos factores
son capaces de inducir la formacion de ROS #151696 [as ROS
generadas durante la facoemulsificacion son, en parte,
responsables del dafio que sufren las CEC 160, E] objetivo principal
de las ROS son las membranas celulares, como las membrana
plasmatica celular, la nuclear y la de las mitocondrias, aunque
también pueden alterar el ADN. Las ROS producen reacciones
toxicas en la membrana plasmatica de las CEC que conducen al
edema o a la muerte celular.

El EO estd también implicado en otra serie de
patologias corneales como la distrofia endotelial de Fuchs1%6, el
queratocono, el sindrome de ojo seco o en agresiones externas
producidas por alcalis o la radiacion UV 142,161,

2.B.8. Influencia de los corticoides sobre las expresion enzimatica y su
accion en camara anterior y en las células endoteliales corneales
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Los corticoesteroides son producidos por el organismo
de forma natural y su expresion aumenta ante estimulos como el
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estrés. Niveles altos de corticoesteroides sistémicos mantenidos
durante largos periodos de tiempo se ha visto que estan
relacionados con multiples procesos patologicos. Igualmente la
exposicién prolongada a los corticoesteroides suprime el sistema
inmunolégico, haciendo a los individuos mas susceptibles de
infecciones. Aunque no todos son efectos nocivos y también tienen
efectos beneficiosos, como es la induccién de la expresion de
enzimas gluconeogénicas para favorecer el almacenamiento de
energia a través de la sintesis de acidos grasos 24.

Aprovechando los mecanismos de actuacion de los
corticoesteroides, se han producido moléculas sintéticas que han
sido utilizadas como farmacos para el tratamiento de multiples
enfermedades inflamatorias, como la artritis reumatoide, las
uveitis o el trasplante de 6rganos 162-164,

Existen multiples estudios en los que se comprueba la
influencia de los corticoides sobre el EO, la expresion de las
citocinas y las EAO encargadas de la proteccion frente a las
agresiones oxidativas. Sin embargo, atin no se conoce bien como
pueden regular dicha produccién en la CA 23-25165,

Estudios de expresion de EAO a nivel sistémico y con
otras estirpes celulares, han permitido conocer que, entre los
corticoides, la dexametasona es capaz de incrementar la expresion
de los genes de EAQ 24166-169,

Existen estudios que demuestran que la aplicacion
topica de dexametasona aumenta la expresion de la bomba
endotelial Na*/K* ATPasa y mejora su funcion, lo que favoreceria
una mas rapida recuperacion del edema corneal incluso en
situaciones en las que el nimero de células se vea disminuido,
siempre y cuando el contaje de células endoteliales este dentro de
un numero aceptable 170171,

Estudios en animales de experimentacién han
demostrado una mejoria en la curacion del endotelio corneal, tras
una agresion por alcalis, al aplicar dexametasona tépical’2. De
manera paradoéjica, la administracion topica o sistémica de
corticoides, produce también una disminucién de la concentracién
de acido ascoérbico en la CA. No se sabe muy bien la relacién que
puede haber entre esta disminucion y la mejoria en la
cicatrizacion del endotelio corneal 173 .

La aplicacion topica en el preoperatorio de la cirugia de
la catarata podria ayudar a una mejor recuperaciéon del edema
corneal, asi como reducir la perdida endotelial al mejorar los
mecanismos de defensa ante el EO que se produce durante la
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cirugia, mediante el aumento de la expresion de EAO y la
modulacion de las moléculas inflamatorias.
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2.

2.A.

2.B.

MATERIAL Y METODO

DISENO Y ETICA DEL ESTUDIO.

SUJETOS

Estudio clinico exploratorio intervencional prospectivo
aleatorizado enmascarado.

El estudio fue aprobado mediante informe favorable
por el Comité ético de investigacion clinica del area de salud de
Valladolid este (CEIC-VA-ESTE-HCUV), considerando que
contempla los convenios y las normas establecidos en la
legislacién espafiola en el ambito de la investigacion biomédica.

El estudio fue disenado para ochenta sujetos que
fueron reclutados de manera aleatoria de entre todos los
pacientes candidatos a cirugia de catarata y que cumplian los
criterios de inclusiéon que acudieron a la consulta en el Hospital
Clinico Universitario de Valladolid. Unicamente se seleccioné un
0jo por paciente.

Se establecid un grupo reserva de 6 individuos para
posibles abandonos o falta de cumplimiento de los criterios de
inclusion.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado para participar en el estudio (Anexos 1y 2),y se siguié
las recomendaciones de la Declaraciéon de Helsinki.

Los sujetos seleccionados fueron distribuidos en
cuatro grupos:

J Grupo 1: 20 ojos de 20 pacientes no diabéticos que van a ser
sometidos a facoemulsificacidon de la catarata con premedicacién
topica con suero fisiologico.

o Grupo 2: 20 ojos de 20 pacientes diabéticos tipo 2, sin
retinopatia y en tratamiento con antidiabéticos orales, que van a
ser sometidos a facoemulsificacion de la catarata con
premedicacién topica con suero fisioldgico.

J Grupo 3: 20 ojos de 20 pacientes no diabéticos que va a ser
sometidos a facoemulsificacién de la catarata con premedicacién
con dexametasona tépica.

. Grupo 4: 20 ojos de 20 pacientes diabéticos tipo 2, sin
retinopatia y en tratamiento con antidiabéticos orales que va a ser
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sometidos a facoemulsificacion de la catarata con premedicacion
con dexametasona topica.

Criterios de inclusiéon

o Edad mayor de 18 afios

o Presencia de catarata con indicacién quirdrgica de acuerdo a
los criterios de inclusion en lista de espera del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid.

o Presencia de DM tipo 2 sin retinopatia diabética en
tratamiento solamente con antidiabéticos orales para el grupo de
pacientes diabéticos.

o Que entendiesen y firmasen el consentimiento informado
por escrito.

o Autorizacion a la inclusion de sus datos en una base.

Criterios de exclusion

o Cirugia previa en el ojo de estudio.
. Pacientes con ojo Unico.
) Pacientes con enfermedades inflamatorias intraoculares o de

la superficie ocular.
o Pacientes con grandes posibilidades, a juicio del
investigador, de no poder o querer seguir el estudio.

. Pacientes que tengan complicaciones intraoperatorias
durante la cirugia de la catarata.

o Pacientes alérgicos a penicilinas, cefalosporinas o
aminoglucédsidos.

o Pacientes con enfermedades endoteliales corneales.

Criterios para abandonar el ensayo

o Cuando el paciente asi lo desed, sin tener que dar ninguna
explicacion al respecto.

. Incumplimiento o necesidad de cambiar la pauta de
tratamiento preoperatorio y postoperatorio.

o Cuando el paciente no asistiera a las revisiones pautados
para realizar los controles correspondientes.

o Incumplimiento de algun criterio de inclusiéon durante el
seguimiento.
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o Cumplimiento de alguno de los criterios de exclusiéon a lo
largo del estudio.

2.C. PAUTA DE VISITAS Y PRUEBAS REALIZADAS EN ELLAS

La cronologia de las visitas y de las pruebas realizadas
fue realizada de acuerdo al siguiente esquema.

Tabla 1. VISITAS
PRUEBAS REALIZADAS
Esquema de V-0 | QX | V-1 |V-2| V-3
las pruebas Historia clinica X X X X
realizadas Refraccion X X X X
segun la AV con correccién X X X X
visita. Biomicroscopia de polo anterior X X | X X
Biometria 6ptica X X X X
PIO X X X X
Fondo de ojo X X X X
Microscopia endotelial X X X X
Paquimetria ultrasénica X X X X
Recogida de HA X
Recogida de capsula anterior de X
cristalino
Recogida de variables de
facodinamia X

V-0: Visita 0, QX: Cirugia, V-1: Visita 1, V-2: Visita 2, V-3: Visita 3
2.C.1. Evaluacion Preoperatoria (Visita 0)

Todo sujeto candidato al estudio fue sometido a una

exploracién ocular, en el orden que se detalla, que incluia:

e Historia clinica.

e Refraccion objetiva.

e Agudeza Visual (AV) con correccion.

e Biomicroscopia de polo anterior.

e Biometria éptica.

e Presion intraocular (PI10).

¢ Fondo de Ojo (FO).

Aquellos individuos que cumplian los criterios para el
estudio y consintieron formar parte de él, se distribuyeron en los
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4 grupos mencionados previamente segun sus caracteristicas, y se
realizaron las siguientes pruebas:

e MENC.

e Paquimetria ultrasénica (U) central.

Aplicacién de tratamientos:

A los pacientes reclutados se les asigno aleatoriamente,
y de manera enmascarada para los cirujanos, un tratamiento con
dexametasona colirio o con suero fisiologico segin esta descrito
en el apartado 2B.

La pauta de tratamiento en todos los grupos, con
dexametasona o suero fisiolégico tdpicos, fue de 1 gota cada 2
horas, mientras el paciente estuviese despierto, en el ojo a operar,
desde 48 horas antes de la cirugia de catarata.

Le  dexametasona empleada fue  Dexafree®
(Dexametasona fosfato sédico 1mg/1 ml, 0,4 ml) (Laboratorios
Thea, Barcelona, Espafia), aplicada en monodosis.

El suero fisioloégico utilizado fue Phylarm® (suero
fisiologico 0,9% CINa, 10ml) (LCA-Pharma, LCA SL, Badalona,
Barcelona, Espafia) en envase desechable tras un uso.

Los pacientes fueron instruidos para el dia de la cirugia
instilarse una gota de Colircusi ciclopléjico® (Ciclopentolato
hidrocloruro 10mg/1ml) (Laboratorios Alcon, El Masnou,
Barcelona, Espafia) cada 15 minutos desde una hora antes de la
intervencion.

Los pacientes recibieron instrucciones para no
comunicar en ninguna de las revisiones que tratamiento habian
recibido en el preoperatorio.

2.C.2. Intraoperatorio
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La técnica quirtrgica fue la misma en todos los casos y se detalla

en los siguientes apartados.

Intraoperatoriamente se realiz6 en todos y cada una de las

cirugias:

¢ Recoleccion de HA.

e Capsulorrexis circular continua (CCC) y recogida de la
capsula anterior del cristalino.

e Recogida de las variables de facodinamia.
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2.C.3. Seguimiento postoperatorio (Visitas 1, 2y 3)

La pauta de seguimiento de los pacientes una vez intervenidos fue
la siguiente:
e Visita 1 (V-1): Al mes de la cirugia.
e Visita 2 (V-2): A los tres meses de la cirugia.
e Visita 3 (V-3): A los seis meses de la cirugia.
En las tres visitas se realizaron los siguientes estudios
a los sujetos en el orden siguiente:
e Refraccién
e AV con correcciéon
e Biomicroscopia de polo anterior
e MENC
e Paquimetria central U
e PIO
e FO
Las pruebas, en todos los casos, fueron realizadas por
un oftalmoélogo que desconocia el tratamiento prescrito en el
preoperatorio.

2.D. PRUEBAS REALIZADAS
2.D.1. Historia clinica

Previa a la realizaciéon de las pruebas preoperatorias y,
posteriormente, en cada una de las visitas se hizo una anamnesis a
los sujetos para descartar cualquiera de los criterios de exclusién
del estudio y comprobar que seguia cumpliendo los de inclusidn.

Igualmente en la historia clinica se recogi6 informacién
para poder luego clasificar a los sujetos candidatos a estudio en
diabéticos y no diabéticos.

También se recogi6 el nivel de hemoglobina glicosilada
(HbA1c) como indicador del estado del control metabdlico del
paciente diabético.

2.D.2. Refraccion

A todos los sujetos se les realizé una refracciéon basada
en autorefractémetro (Auto Kerato-Refractometer 8100P, Topcon,
Topcon Corporation, Tokio, Japdn) en la visita cero (V-0) para
poder valorar su maxima AV con su mejor correccion.
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En las sucesivas visitas postoperatorias, se realizaron
nuevas refracciones para valorar la mejoria de la AV tras la
cirugia.

En todas las visitas la manera de realizar la refracciéon
fue la misma. El paciente estaba sentado con la cabeza apoyada en
el frontal y en la mentonera del autorefractometro. Acto seguido
se le pedia que mirara al punto de fijacidn y se activaba la captura
del autorefractometro. En todos los casos se realizaban como
minimo 3 mediciones.

En el caso de que no se pudiese obtener una lectura en
el preoperatorio, debido a la densidad de la catarata, se procedié a
la copia de la refraccién que el paciente llevaba prescrita en su
montura mediante frontofocémetro automatico.

2.D.3. Valoracion de la biomicroscopia de polo anterior

FIGURA 2.

Lens Opacities
Classification
System III (LOCS
[11).
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Se valoraron los siguientes parametros mediante la
exploracion con la lampara de hendidura:

e Presencia de inflamacién ocular activa o antigua en
superficie ocular o intraocular. Se valord la presencia
de sinequias de iris anteriores o posteriores, células o
fibrina en CA, precipitados retroqueraticos, fibrosis
conjuntival o subconjuntival, acortamiento de fondos
de saco o simbléfaron.

e Presencia de patologia de la cérnea como distrofias
corneales, leucomas previos o ulceras.

e C(lasificacion del grado de opacidad cristaliniana: Para
ello se utiliz6 la clasificacion Lens Opacities
Classification System III (LOCS III) 174 (Fig. 2).
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2.D.4. Biometria dptica

Para el cédlculo de la lente intraocular se utilizo en
todos los casos el bidmetro oOptico IOLMaster (Carl Zeiss
[IOLMaster®, Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Alemania).

En todas las visitas la manera de realizar la biometria
fue la misma. El paciente estaba sentado con la cabeza apoyada en
el frontal y en la mentonera del biémetro. Al paciente se le pedia
que mirara al punto de fijacidn y se realizaban todos los pasos de
la biometria.

Todos los calculos biométricos tenian una proporcién
de Sefial-Ruido (SNR) mayor de 2,2 para dotarlo de la fiabilidad
exigida por el fabricante.

2.D.5. Paquimetria corneal ultrasdnica central

La determinacion del espesor corneal central se realizé
a todos los sujetos, en todas las visitas, con un paquimetro
ultraséonico de contacto (Ultrasonic Pachymeter, Pachette™,
Model-DGH-500, DGH technology, inc., Exton, Pensilvania, EEUU)

Previa a la medicién se instilé una gota de anestésico
topico de lidocaina hidrocloruro al 5% (Braun Medical SA,
Barcelona, Espafna). Tras la espera de 10 segundos
aproximadamente, se le pidié al paciente que fijara la mirada en
en posicion primaria y, seguidamente, se aplico la sonda
perpendicular a la superficie corneal central. Se realizaron siete
determinaciones paquimétricas, de las que se desecharon las
medidas extremas, y se obtuvo una media de las 5 medidas
restantes.

2.D.6. Microscopia endotelial corneal

La microscopia endotelial corneal se realiz6 con el
microscopio de no contacto SP 3000P (Topcon, Topcon
Corporation, Tokio, Japon)(Fig.3). Para la toma de todas estas
medidas, se colocaba al paciente sentado y con la cabeza apoyada
en la mentonera se le pedia que fijara la mirada en el punto de
fijacidn. La realizacion de la prueba se hizo en modo automatico.
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FIGURA 3.

MENC SP 3000P
(Topcon, Topcon
Corporation,
Tokio, Japo6n).

Se realizaron mediciones en 5 areas de la cornea con el

programa predisefiado segun el diagrama adjunto (Fig. 4):

FIGURA 4.
Representacion
de las areas
medidas.
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Central (C)

Superior(S), que corresponde a las 12 h del reloj
Temporal (T), que corresponde con las 2 h del reloj
Inferior (I), que corresponde con las 6 h del reloj
Nasal (N), que corresponde con las 10 h del reloj

Las cinco medidas se hacian consecutivamente y en el orden
descrito. Las imagenes se transmitieron y se almacenaron en un
ordenador para su posterior analisis.

Para el estudio del endotelio corneal se empled el

software de IMAGEnet. El andlisis se realizé sobre el area mas
amplia que permitia el programa informatico. Se obtuvieron los
datos correspondientes a las cinco areas descritas de: la DCE, el
CV celular, el PH (Fig. 5) y la paquimetria.
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FIGURA 5.
Captura de
pantalla del
MENC.

Number
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2.D.7. Toma de muestras de humor acuoso y epitelio de capsula
anterior del cristalino y facoemulsificacion torsional de la catarata.

Para excluir sesgos, la cirugia fue llevada a cabo
siempre por el mismo cirujano y utilizando la misma técnica
quirurgica.

La cirugia se llevo a cabo con las medidas de asepsia
estdndar con la limpieza de la piel del area con Betadine®
(Povidona iodada 10%, Meda Pharma SAU, San Fernando de
Henares, Madrid, Espafa) y de los fondos de saco conjuntivales
con povidona iodada local al 5% obtenida mediante la dilucién de
Betadine® en solucién salina balanceada BSS® (Laboratorios
Alcon). Todas las cirugias se realizaron con anestesia topica con
lidocaina al 5% (Braun).

La primera maniobra quirdrgica que se realiz6 fue la
incision principal con un cuchillete de 2,75mm, siempre con
localizaciéon superior para evitar diferencias en la lateralidad. Tras
su realizacion se procedi6 a la toma del HA con una canula de 27G
montada en una jeringa de 1 ml a través de la incisién principal.
La muestra se deposit6 en un tubo Eppendorf de 1 ml estéril vacio.
Inmediatamente tras su extraccion se almacendé a -802C hasta la
consecucion de todas la muestras.

El siguiente paso fue la introduccion del viscoelastico
dispersivo DiscoVisc® (Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth,
Texas, EEUU), para posteriormente realizar la paracentesis de
ayuda con el cuchillete de 152.

A continuacidn se procedio a la realizaciéon de la CCC,y
tras el lavado del viscoelastico sobrante que impregnaba la
capsula anterior, se deposité en un tubo Eppendorf con RNA later
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(Qiagen). Se almacené a -802C hasta la recoleccion de todas las

muestras.

Tras la toma de las muestras se procedié a la

facoemulsificacién del cristalino mediante técnica convencional
con ultrasonidos torsionales Infinity® Vision System, (Alcon, El
Masnou, Espafia) mediante los siguientes pasos:

Retirada de DiscoVisc®.

Hidrodiseccién e hidrodelaminacion.
Facoemulsificacién mediante la técnica “faco-chop” o
“chip and flip” dependiendo de la catarata.

Irrigacion / aspiracion.

Inyeccion de viscoelastico cohesivo Amvisc® (Bausch
and Lomb Espafia SA, Alcobendas, Espafia).

Inyeccién de lente intraocular Acrysof 1Q®-SN60WF
(Alcon, ElI Masnou, Espafia), personalizada segun los
calculos biométricos preoperatorios. Estas lentes
intraoculares son acrilicas hidrofobicas asféricas
monobloque de disefio en C con filtro para la luz azul
incorporada de 6mm de diametro en la zona 6pticay
de 13 mm de didmetro total y fueron introducidas
plegadas con el inyector Monarch Il suministrado por
la casa.

Aspiracion de material viscoelastico por debajo y por
encima de la lente.

Hidratacion de la incisién principal

Inyeccion de 0,1 ml de cefuroxima 1mg/0,1 ml
reconstituida en todos los pacientes a partir de
cefuroxima en polvo para inyectable Cefuroxima
Normon® 750mg. EFG (Laboratorios Normon, Tres
Cantos, Madrid, Espafa) con suero fisiolégico CINA
0,9% (Laboratorios Braun)

Aplicacion tépica de 1 gota de Tobradex® (Alcon, El
Masnou, Espafia)

Al finalizar la cirugia se recogieron las variables de

facodinamia siguientes, obtenidas en la pantalla de métrica del
facoemulsificador Infinity® Vision System (Figura 6):
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e Tiempo total de cirugia: El temporizador comienza

cuando se selecciona el primer paso de la cirugia y se
presiona el pedal por primera vez. El tiempo, para,
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cuando el cassette para la facoemulsificacion y la pieza
de mano (Facoemulsificador, aspirador, etc) son
retiradas.

Variables de ultrasonidos:

@)

Tiempo total de US: Es la suma del tiempo de Faco
(ultrasonidos longitudinales) mas el tiempo de
torsional (ultrasonidos oscilatorios)

Potencia total: Se obtiene del cociente entre energia
disipada acumulada (CDE) y el tiempo total de
ultrasonidos (U/S total time).

CDE

U/S total time

Energia disipada acumulada (CDE): Es la energia
total con el pedal en posicion 3 (Ambas Faco y
torsional) calculada como:

(Tiempo de Faco x Potencia promedio de Faco) +
(Tiempo de Torsional x 0,4 x Promedio de la
Amplitud Torsional)

El factor de 0,4 representa una reduccion
aproximada del calor disipado en la incisién en
comparacién con la faco convencional.

Tiempo de Faco: Tiempo total en el que la energia
Faco (energia ultrasdnica longitudinal) esta activa.
Este tiempo es registrado en minutos y segundos.
Potencia media de Faco: Es la potencia faco media
(energia longitudinal) cuando son activados los
ultrasonidos longitudinales. Se mide en tanto por
ciento del recorrido longitudinal total de la punta de
facoemulsificacidn.

Potencia media de faco posicion 3: Es la potencia
faco media (energia longitudinal) utilizada
realmente durante el momento en que se activan los
ultrasonidos longitudinales con el pedal en posicion
tres.

Tiempo torsional: Tiempo total en el que la energia
torsional (energia ultrasonica oscilatoria) esta
activa. Este tiempo es registrado en minutos y
segundos.

Amplitud media torsional: Amplitud media de la
energia torsional cuando esta energia es aplicada.
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o Amplitud media torsional en posicion 3: Es la
amplitud torsional media utilizada realmente
mientras que esta activa la energia torsional con el
pedal en posicion tres.

o Equivalente amplitud media torsional posicion 3: Es
la energia torsional media utilizada con el pedal en
posicidn tres, calculado como:

0,4 x Amplitud media torsional en posicion 3
e Variables de fluidica:

o Tiempo de aspiracidon: Tiempo total en el que el
sistema estuvo aspirando

o Estimacién de fluido utilizado: Estimacion del
volumen de liquido aspirado basada en la
configuracion del sistema y el tiempo.

FIGURA 6.
Pantalla de los
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El tratamiento postoperatorio en todos los pacientes
fue realizado con colirio de Tobradex® (Tobramicina 3mg/ml y
dexametasona 1mg/ml). La pauta utilizada fue de 1 gota cuatro
veces al dia durante tres semanas.

2.E. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras permanecieron congeladas a -80°C
hasta que se complet6 la recoleccién de las mismas.

La cantidad recogida de HA vari6 en cada paciente
dependiendo de las circunstancias de recolecciéon. Para Ila
realizacion de la tecnologia Multiplex se tomaron 0,1ml y el
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restante fue empleado para la determinaciéon de la CTA del HA.
Esta es la razén por la que no se consigui6 la realizacién de esta
ultima determinacién en todos los pacientes debido a una muestra
insuficiente.

2.E.1. Determinacion de los niveles de moléculas proinflamatorias en

humor acuoso

FIGURA 7.
Representacion
grafica del
meétodo utilizado
para la deteccién
multiplex de
mediadores
inmunolégicos.

Los niveles de citocinas se determinaron en las
muestras de HA usando la tecnologia fluoroinmunoanalisis (FIA)
Multiplex, mediante el uso de ensayos comerciales, y se analizaron
en un Luminex® IS-100 (Luminex Corporation, Autin TX, EEUU).

Se midieron un total de 27 citocinas (IL-1f, IL-1ra, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17,
eotaxin, FGF basic, G-CSF, GM-CSF/CSF 2, IFN-y, IP-10, MCP-
1/MCAF, MIP-1a/CCL3, PDGF-BB, MIP-13/CCL4, RANTES/CCLS5,
TNF-a, VEGF). Para ello se empleo, siguiendo las instrucciones del
fabricante, un ensayo multianalito comercial, el kit Bio-Plex Pro™
Human Cytokine 27-plex Assay #M500KCAFO0Y.

Se trata de un sistema multiplex basado en citometria
de flujo que permite la medicion cuantitativa de multiples
citocinas consumiendo una pequefia cantidad de material
bioldgico. El principio de este analisis es similar a un
inmunoensayo tipo sandwich.

Los anticuerpos dirigidos contra las citocinas diana
estdn unidos covalentemente a microesferas magnéticas tefiidas
internamente. Las microesferas reaccionan con las biomoléculas
diana que estén presentes en la muestra. El planteamiento es
similar al de un microarray pero con la ventaja de utilizar sondas
impresas sobre particulas en suspension en lugar de fijas sobre la
superficie, con objeto de aumentar su sensibilidad (Fig. 7).

1- Incubacion de las microesferas conjugadas con anticuerpo
O especifico con la muestra problema o el estandar
OZQOF 2- Lavado e incubacion con anticuerpo biotinilado de deteccion
QH 3- Lavado e incubacién con Estreptavidina-PE . Lectura de infensidad
de fluorescencia.
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FIGURA 8.
Programa donde
se recogen en una
tabla los valores
de cada citocina y
en los graficos las
regiones en que se
distribuyen las
esferas asi como la
intensidad
luminosa que
emite la muestra.
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Los datos de la reaccién se adquieren usando el
sistema XMAP Luminex®, instrumento que permite cuantificar la
intensidad de las reacciones bioquimicas que tienen lugar en la
superficie de las microesferas. Este aparato emite una radiacién
con una longitud de onda capaz de excitar las moléculas de
fluorocromo contenidas en las microesferas. La intensidad de la
fluorescencia emitida por éstas permite diferenciar el analito que
se mide en cada caso. Otro laser excita las moléculas de
ficoeritrina que se afiaden al final del ensayo y mediante el
sistema optico de deteccidon del xMAP Luminex® la intensidad de
la reaccién que tiene lugar en la superficie de las microesferas se
revela y el software del xXMAP Luminex® calcula automaticamente
la concentracion de cada citocina en la muestra problema,
empleando una curva estdndar derivada de una suspension de
citocinas estandar, de concentracion conocida y de la que se hacen
diluciones seriadas.

Para una adecuada adquisicion de los datos, las
microesferas estan teflidas con una combinacion de dos
colorantes fluorescentes en proporciones conocidas de manera
que cada microesfera tiene asignado un numero (region de la
microesfera) del 1 al 100 segin el ratio de los dos colorantes
fluorescentes (Fig. 8).
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Las muestras se midieron siguiendo el protocolo del
fabricante. En el caso del acuoso, 25 pul no diluidos se incubaron
con microesferas recubiertas de anticuerpos especificos para cada
molécula durante 18 horas a 42 C bajo agitacién. Después de la
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incubacion de las microesferas, con las muestras se realiz6 un
lavado y se incubaron las microesferas con anticuerpos
biotinilados anti-citocinas/quimiocinas durante 1 hora. Después
se incubaron con estreptavidina-ficoeritrina durante 30 minutos.
Una vez filtradas y resuspendidas en buffer, las microesferas se
analizaron en un Luminex IS-100. Se utilizaron curvas estandar
obtenidas a partir de muestras de concentracién conocida de
citocinas/quimiocinas para convertir las unidades de
fluorescencia en valores de concentracién (pg/ml). Los datos se
almacenaron y analizaron usando el “Bead View Software”
(Upstate-Millipore, Watford, Reino Unido).

2.E.2. Determinacion de la capacidad total antioxidante del humor

dCuoso

FIGURA 9.
Reduccidén de
Cu*? a Cut!

Para calcular la capacidad antioxidante del HA se uso el
OxiSelect™ Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay Kit (Cell
Biolabs, Inc., San Diego, California, EEUU). Este kit mide la
capacidad total antioxidante (CTA) de una gran variedad de
biomoléculas.

El TAC Assay se basa en la reduccion del cobre (Cu), de
Cu*2 a Cu*l, por un antioxidante, como puede ser el acido trico o
las moléculas de las muestras de la que queremos conocer la CTA.

l Antioxidants
Cu*

l Chromogen

Tras la reacciéon de reduccidn, el ion Cu reacciona con un reactivo
cromogénico que produce un color con su maxima absorbancia a
490nm (Fig. 7). Los valores de absorbancia obtenidos son
proporcionales a la capacidad reductiva total de la muestra.
Conociendo los valores de absorbancia netos de la muestra
podemos compararlos con los valores de absorbancia de
concentraciones conocidas de acido urico.
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Extrapolando a partir de la curva del acido trico, y
conociendo las absorbancias de la muestra, podemos obtener la
concentracion de la misma en mM equivalentes de acido urico
(UAE “uric acid equivalents”). Posteriormente se hallan los
equivalentes de reduccién del cobre (CRE “copper reducing
equivalents), sabiendo que 1mM de acido urico corresponde a
2189uM de CRE.

En este estudio una vez obtenida la absorbancia neta
para cada muestra, calculada como la diferencia entre Ia
absorbancia inicial y la final, se obtuvo la absorbancia media ya
que cada muestra se hizo por duplicado.

Posteriormente, se calculé la concentracion de cada
muestra en UAE extrapolando de la recta de absorbancias del
acido urico de la que se conocen las concentraciones. Las
muestras se multiplicaron por el factor de dilucién (1:3), ya que
habian sido diluidas para obtener valores fiables dentro del
patréon y para optimizar la cantidad.

Sabiendo las concentraciones se obtuvieron los CRE de
cada muestra, que son proporcionales a la capacidad o poder total
antioxidante.

2.E.3. Determinacion cuantitativa de expresion de genes de enzimas
antioxidantes en capsula anterior del cristalino

La seleccion de los genes estudiados mediante reacciéon
en cadena de la polimerasa estuvo condicionada a los resultados
obtenidos con el xXMAP Luminex. Los genes seleccionados fueron
elegidos entre las moléculas que al menos fueron detectadas en un
50% de las muestras de HA mediante el Luminex y considerando
las acciones tedricas de cada molécula. Ademas, se seleccionaron
la CAT y la SOD 2 como enzimas antioxidantes.

Los genes seleccionados para el andlisis fueron los
mencionados de la CAT y la SOD2, y los de la IL17, el MIP-
1b/CCL4, la IL2 y el GM-CSF /CSF2.

Se realizaron las fases de aislamiento del ARN total,
recogida y homogeneizacidon de las muestras, precipitacion de las
muestras y PCR a tiempo real.

2.E.3.A. Aislamiento del ARN Total

El aislamiento del ARN total de las muestras se realiz6
con el kit de extraccion comercial Rneasy Micro Kit (Quiagen,
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Hilden, Alemania), que permite obtener ARN total a partir de
diversas fuentes y en un tiempo minimo. Los ARNs de pequefio
tamafio, como el ribosomal o el de transferencia, asi como los
nucledtidos, no se unen a la columna en las condiciones utilizadas
durante la purificacion, por lo que el tamafno de los ARN
purificados por este método es mayor de 200 nucleétidos.

Todo el procedimiento se llevé a cabo a temperatura
ambiente, en una cabina de flujo laminar vertical (Euro-aire, TDI,
Madrid, Espafia) y en el menor tiempo posible. Las
centrifugaciones se efectuaron utilizando una microcentrifuga
(MSE Microcentaur, Sanyo, Madrid, Espafia).

2.E.3.B. Recogida y homogenizacion de la muestra

Los criotubos que contenian la capsula anterior se
calentaron en una estufa (P-Selecta, Barcelona, Espafia) a 372C
durante 10 minutos. Se agitaron las muestras en un vortex (V-3,
Iberlabo, Madrid, Espafia) para que fuesen mas homogéneas. Se
introdujeron 700ul del tampoén de lisis por una columna de
homogeneizacion QIAshredder (Qiagen) y se centrifug6 a 13.000
revoluciones por minuto (rpm) durante 2 minutos. Esto fue
repetido hasta terminar el contenido de cada criotubo.

2.E.3.C. Precipitacion de las muestras

Una vez homogeneizadas las muestras, se afiadi6 la
misma cantidad de etanol al 70% que la utilizada de tamp6n de
lisis, mezclandolo correctamente. A continuacién, se introdujeron
700 pl de muestra a la columna RNAeasy-mini column (Qiagen) y
se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 segundos, repitiendo este
proceso hasta terminar toda la muestra.

Posteriormente, se procedié a lavar la columna tres
veces. Primero se afiadieron 700 pl de tampén RW1 (Qiagen) y se
centrifug6 a 10.000 rpm durante 15 segundos. Después, se
afiadieron 500 pl de tampéon RPE (Qiagen) y se centrifugd a
10.000 rpm durante 15 segundos. Por ultimo, se pipetearon otros
500 pl de tampodn RPE (Qiagen) y se centrifugé a 13.000 rpm
durante 15 segundos.

Con objeto de secar la membrana de la columna, se
centrifugé6 a 13.000 rpm durante 1 minuto. Para eluir el ARN
enlazado en dicha membrana, se afiadieron 150 pl de agua libre de
ARNasas, se incubd durante 10 minutos y se centrifugé a 10.000
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rpm durante 1 minuto. El ARN se traté con 0,5 pl de ADNasa (10
U/ul) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, EEUU) a 372C
durante 45 minutos y a 852C durante 15 minutos. Por ultimo, se
guardo el ARN a -802C hasta su uso.

2.E.3.D. Reaccion en cadena de la polimerasa

TABLA 2.
Mezcla para la
sintesis de
ADNCc. Primer
paso.
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La PCR a tiempo real detecta el producto de
amplificacién especifico al mismo tiempo que se produce, de
manera que la comparacion de su nivel de amplificaciéon con los
estdndares adecuados proporciona una medida cuantitativa del
proceso de amplificaciéon. Es decir, esta técnica esta disefiada para
realizar una PCR cuantitativa y cualitativa, combinando
tecnologias de fluorescencia y amplificacién, y un paso final de
desnaturalizacion lenta del fragmento amplificado.

Retrotranscripcién: Se realizé la sintesis del ADN
complementario (ADNc) al ARN total extraido para todas las
muestras. Para ello se utilizo el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (cat. no. 04897 030 001) version 6 (Roche,
Mannheim, Alemania). Este kit permite hacer 16 reacciones a la
vez de sintesis de ADNc

Para poder realizar la técnica de PCR posteriormente,
se necesitan un total de 45ul de ADNc. La muestra inicial fue de
12pul de ARN por cada muestra. Cada reaccion llevada a cabo con el
kit anterior necesita 4pul de muestra de ARN y produjo 20ul de
ADNc. Por lo tanto por cada muestra se realizaron tres reacciones
para poder obtener suficiente ADNc. Como cada kit permitia hacer
16 reacciones a la vez, se realizo la sintesis de 5 muestras llevando
a cabo 3 reacciones de cada muestra. Asi se obtuvieron 60ul de
ADNCc de cada muestra.

El primer paso, para realizar la sintesis de ADNc, fue
elaborar una mezcla con los componentes que figuran en la tabla
2:

Componente Volumen

Anchored-oligo(dT)18primer, 50 pmol/ pl (vial 5) | 17 ul

AND random hexamer primer, 600 pmol/ pl (vial 6) | 34 ul

Water, PCR-grade (vial 7 0 9) 102 pl

Volumen total 153 ul
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TABLA 3.
Mezcla para la
sintesis de
ADNc.
Segundo paso.

TABLA 4.
Numero de
GenBank e ID
assay para cada
gen empleados
enlaPCRa
tiempo real.

En cada tubo se anadieron 9pul de la mezcla y 4pul de
ARN y se calentaron los tubos a 65°C durante 10 minutos.
Inmediatamente después se conservaron los tubos en hielo.

El segundo paso fue elaborar una nueva mezcla con los
componentes que figuran en la tabla 3:

Componente Volumen

Transciptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, | 68 ul
5x conc. (vial2)

Protector RNase Inhibitor, 40U/ ul (vial 3) 8.5 ul
Deoxinucleotide Mix, 10mM each (vial 4) 34 pl
Transcriptor Reverse Transcriptase, 20 U/ul (vial 1) | 8.5 pl

Volumen total 119 ul

En cada tubo del paso anterior se afladieron 7l de esta
mezcla. Cada tubo se calenté durante 10 minutos a 252C. Luego 60
minutos a 502C. Y por ultimo 5 minutos a 859C. Inmediatamente
después los tubos se conservaron en hielo.

Seguidamente se realiz6 una cuantificacién del ADNc
mediante un espectrofotémetro de amplio espectro (220-270nm)
(Nanodrop, NanoDrop products, Wilmington, EEUU).

A continuacion, se llevo a cabo la reacciéon de PCR con
oligonucleétidos especificos para cada gen de enzimas
antioxidantes, citocinas, para el de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y la beta actina (ACTB) humana cuyas
secuencias fueron obtenidas con un software para el disefio de
primers o cebadores que estd disponible en la pagina
https://configurator.realtimeready.roche.com/assaysupply_cp/ a
partir del nimero de acceso del Genbank de las secuencias de
cada ADN; esta base de datos es de dominio publico y esta
disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (Tabla 4).

Numero de acceso del

Nombre de Gen ID Assay Genbank (NCBI RefSeq)
CSF2 - GM-CSF 110860 NM_000758.3
CAT 111786 NM_001752.1
SOD2 111256 NM_000636.1
IL-2 100958 NM_000586.3
IL-17a 136839 NM_002190.2
MIP-1b - CCL4 136209 NM_002984.3
GADPH 141139 NM_002046.5
ACTB 143636 NM_001101.3

NCBI RefSeq: National Center for Biotechnology Information Reference
Sequence
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TABLA 5.
Primer paso
para la PCR.
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El gen de la GAPDH y el de la ACTB se utilizaron como
control interno de cada reaccién, para poder normalizar los
niveles de ARNm estudiados respecto al obtenido por dicho
control, y corregir las posibles diferencias en la cantidad de ADN
afiadido. Este gen también informo de la eficacia de la reaccion. El
control negativo utilizado fue agua.

Para llevar a cabo la PCR a tiempo real se utilizaron los
siguientes Kkits:

- LightCycler 480 Probes Master (ref. 04707494001) (Roche,
Mannheim, Alemania)

- Real Time Ready Custom Panel 96 (ref. 05532850001)
(Roche, Mannheim, Alemania)

Para llevar a cabo la PCR se emplearon 8 placas de 96
pocillos. Se realizaron 8 reacciones, 1 por cada gen a estudiar mas
los genes de control. Por lo tanto en cada placa se incluyeron 11
muestras mas una en blanco y de cada muestra se realizaron las 8
reacciones (8 reacciones X 12 muestras =96 pocillos). Para poder
analizar las 86 muestras disponibles se necesitaron 8 placas.

El primer paso, para realizar la PCR, fue preparar un
tubo eppendorf (1.5 ml) por cada muestra con los componentes
de la tabla 5:

Componente Volumen (por muestra)
H20, PCR Grade (vial2) 5ul
LightCycler 480 P.robes Master 2x 10 pl
con.(viall)
Muestra cDNA 5ul
Vol. total 20 ul

El segundo paso fue afiadir los 20 pl de mezcla dentro
del pocillo correspondiente sin tocar el fondo de dicho pocillo.
Después se centrifugé la placa a 1500 revoluciones por minuto
(rpm) durante 2 minutos.

El siguiente paso fue introducir la placa en la
Plataforma LightCycler 480 (Roche, Mannheim, Alemania) para
que fuera leida por el programa durante 45 minutos.

Utilizando el software del LightCycler 480 se puede
realizar el andlisis de los resultados de forma rapida y
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automatizada. De esta manera se obtiene el ratio: Concentracién
del gen de interés/ Concentracion del gen de referencia.

La cuantificaciéon relativa, realizado mediante el
método delta delta Ct, consiste en comparar los niveles de dos
secuencias diferentes medidas en una misma muestra, una de
ellas correspondientes a un gen de referencia y la otra a un gen de
interés. El gen de referencia, también conocido como control
enddgeno, mantiene constante el numero de copias bajo las
condiciones de prueba y proporciona una base para la
normalizacion de las diferencias de la muestra.

Se utilizaron dos genes de referencia, GAPDH y ACTB,
pero se utiliz6 finalmente para los resultados el GAPDH porque se
comprobd que tenia un mejor comportamiento. La cantidad de
producto de la PCR se expres6 como la fraccién entre los genes de
las enzimas antioxidantes (EAQO) o citocinas y el de la GAPDH (EAO
o citocinas/GAPDH).

2.F. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se presentan con la media y
la desviacion tipica y las cualitativas segin su distribucién de
frecuencias.

Las comparaciones de los valores cuantitativos se ha
realizado mediante la prueba T de Student o el ANOVA de un
factor para muestras independientes segin si el numero de
grupos a comparar era dos o mayor. Las pruebas a posteriori en el
ANOVA han sido DM y T2 de Tamhame.

Se han utilizado las alternativas no paramétricas U de
Mann Whitney y H de Kruskal Wallis para dos o mas grupos
respectivamente.

La evolucién de los parametros analizados se ha
realizado mediante un modelo lineal general de medidas repetidas
o las pruebas de Friedman y de Wilcoxon como alternativas no
paramétricas.

Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se ha
comprobado la normalidad de las variables.

Se empled el coeficiente de correlacion de Pearson
para la medida de la relacion lineal entre variables.

Los datos han sido analizados con el programa
estadistico IBM SPSS Statistics version 20.0 para Windows.
Aquellos valores de p<0,05 han sido considerados
estadisticamente significativos.

83






4. RESULTADOS

85






RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.A. GRUPOS MUESTRALES

Entre todos los pacientes candidatos a cirugia de
catarata que acudieron a la consulta, se obtuvieron los ochenta
sujetos que cumplian los criterios de inclusion y de exclusidn,
ademas de los seis individuos que constituyeron el grupo reserva.

El periodo comprendido entre el inicio del
reclutamiento de los pacientes, la realizacion de la cirugia de
catarata, asi como las tres visitas de control postquirtrgicas al
mes, tres meses y seis meses de la cirugia, fue de tres afios.

A lo largo del estudio un paciente abandono el estudio
por decision propia, dicho paciente pertenecia al grupo 1, que fue
sustituido por un suplente correspondiente.

De cada uno de los sujetos solo se introdujo en el
estudio uno de los dos ojos.

Los simbolos utilizados son los mismos en todas las
tablas y graficas, y el color depende de cada grupo. En las graficas
donde se analizan los datos en funcidn de si eran diabéticos o no,
el grupo de pacientes sin diabetes mellitus (No DM) esta en color
amarillo y el grupo de pacientes que presenta DM esta en color
azul.

En las graficas donde los datos estan divididos segin
los cuatro grupos de estudio, en funcion de si eran o no diabéticos
y si estaban o no tratados con dexametasona previa a la cirugia,
los colores son:

- Naranja en el Grupo 1 (pacientes no diabéticos y con
premedicacion con suero fisioldgico).
- Verde en el grupo 2 (pacientes diabéticos y con premedicacién
con suero fisiologico).
- Rojo en el Grupo 3 (pacientes no diabéticos y con premedicacién
con dexametasona).
- Morado en el Grupo 4 (pacientes diabéticos y con premedicaciéon
con dexametasona).

Las caracteristicas de la poblaciéon de estudio se
reflejan en las tablas 6,7, 8 y 9:
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TABLA 6.
Caracterisiticas
de la poblacién
de estudio (No
DMy DM).

88

Variables

Varones

Mujeres

Edad

Ojo Derecho

Ojo Izquierdo

AV con correcciéon

Profundidad CA (media)

Potencia lente intraocular (media)

Esfera (media)

Refraccién

Cilindro (media)

No retinopatia diabética

HbAlc

No DM

20
20
73,5
28
12
0,4
3,2
20,6
0,08
-06  81°
40

DM

20

20

74,2

17

23

0,4

3,2

20,4

-0,14

-3 | 89°

40

7,2%
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TABLA 7.
Caracterisiticas
de la poblacién
de estudio
(Grupos de
Estudio).

TABLA 8.
Clasifiacion de
las cataratas
(LOCS III) en la
poblacién de
estudio (No DM y
DM) (Media).

) Grupo | Grupo | Grupo | Grupo
Variables 1 ) 3 4 Total
NO DM 20 | 0 20 0 40
DM 0 | 20 0 20 | 40
Pretratados con 0 ‘ 0 20 20 40
dexametasona
Pretrat.afjos, C.On suero 20 20 0 0 40
fisiolégico
Ojo Derecho 17 | 8 11 9 45
Ojo Izquierdo 3 | 12 9 11 35
Mujeres 12 | 9 8 11 40
Varones 8 | 11 12 9 40
Edad 73,7 ‘ 73.9 73,4 74,4 73,8
AV con correccion 0,45 0,41 0,37 0,36 0,40
Profundidad CA (media) | 3,14 3,24 3,20 3,23 3,20
Pot ia lent
| rotenclajente 20,52 | 20,45 | 20,66 | 20,42 | 20,51
intraocular (media)
Esfi
Sterd 1 067 | 0,13 | 0,96 | -0,39 | -0,04
Refraceld (media)
Ao M eilindro | -05 | L1 | 07 | 47 | -1,9
(media) 88° | 84° | 73° | 94° | 85°
No retinopatia diabética 20 ‘ 20 20 20 80
HbA1lc | 7,37% 7,21%
Catarata Clasificacion | No Diabetes Mellitus | Diabetes Mellitus
Cortical (C) 1,7 1,4
Nuclear (N) 2,6 2,9
Subcapsular (Sc) 0,5 0,6
C+N+Sc 4.8 4,9
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TABLA 9.
Clasifiacién de las
cataratas (LOCS
[1I) en la
poblacién de
estudio (Grupos
de Estudio)
(Media).

Catarata Clasificacién | Grupo 1 ‘ Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4
Cortical (C) 14 | 12 2,1 1,5
Nuclear (N) 27 | 29 2,5 3

Subcapsular (Sc) 0,4 ‘ 0,6 0,5 0,6
C+N+Sc 46 | 47 5 5,1

4.A.1. Analisis Multivariante

TABLA 10.
Analisis
Univariante.
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Con toda la poblacion realizamos un analisis
multivariante. Como variable dependiente utilizamos la densidad
celular endotelial central en las visitas V-1, V-2 y V-3. Como
variables dependientes utilizamos la aplicaciéon previa o no de
dexametasona, el ser diabético o no y los datos de facodinamia.

Primero se realiz6é un analisis univariante (tabla 10) y
con las variables que resultaron ser estadisticamente
significativas hicimos un analisis multivariante (Tabla 11).

Analisis univariante Significacion
Diabetes 0,636
Dexametasona previa 0,414
Paquimetria M.E C V-0 0,927
Media paquimetria corneal U V-0 0,883
Tiempo Total de US (segundos) <0,001
Potencia total US 0,016
Energia disipada acumulada <0,001
Tiempo Faco (segundos) 0,001
Potencia media de faco <0,001
Potencia media de faco posicién 3 0,899
Tiempo Torsional (segundos) <0,001
Amplitud media torsional <0,001
Amplitud media torsional posicién 3 <0,001
Equivalente amplitud media torsional posicion 3 <0,001
Fluidica Tiempo de Aspiracion (segundos) 0,294
Estimacion de fluido utilizado 0,043




RESULTADOS

TABLA 11.
Analisis
Multivariante.

Andlisis Multivariante Significacion
(Constante) <0,001
Diabetes 0,434
Dexametasona previa 0,597

Tiempo total de US (segundos) 0,005

Amplitud media torsion

al 0,013

El resultado fue que el factor mas importante, que
condicionaba una mayor o menor perdida de células durante la
cirugia, era la energia utilizada durante la facoemulsificacion.

4.A.2. Analisis de las variables de facodinamia

Tras los resultados del andlisis multivariante

decidimos analizar si

existian diferencias

estadisticamente

significativas en cuanto a la energia utilizada y otras variables de
facodinamia (Tablas 12 y 13).
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TABLA 12.
Variables de
facodinamia

(No DM y DM).
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Variables de facodinamia
con toda la poblacién

Tiempo total de cirugia(s)

Tiempo total de US (ss)

Tiempo torsional (s)

Tiempo faco (s)

Potencia total US

Energia disipada
acumulada

Potencia media de faco

Potencia media de faco
posicion 3

Amplitud media torsional

Amplitud media torsional
posicion 3

Equivalente amplitud
media torsional posicién
3

Fluidica tiempo de
aspiracion (s)

Estimacion de fluido
utilizado

Desviacidn Tipica (DT)

DM
No DM DM p

Media DT |Media| DT
676,93 148,11 |643,50| 115,69 ] 0,264
53,26 26,31 | 79,71 | 55,40 | 0,007
51,97 25,73 | 75,89 | 53,21 | 0,010
1,22 ,78 1,79 1,23 10,014
13,98 5,15 17,40 | 11,06 10,072
8,24 6,14 16,09 | 15,27 10,003
35,68 13,34 | 39,60 | 19,74 | 0,288
1,39 3,15 3,00 9,84 10,321
34,37 12,08 | 38,86 | 16,73 | 0,161
32,29 12,84 | 36,84 | 17,28 |0,174
13,27 4,76 15,19 6,56 0,128
226,41 64,68 |271,95|120,43]0,033
78,00 18,76 | 89,98 | 34,23 ] 0,050
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TABLA 13.
Variables de
facodinamia
(Grupos de
Estudio).

Variabl
es de
facodin
amia
con
todala
poblaci
6n

DIABETES MELLITUS

NO

SI

Tiempo
total de
cirugia

(s)

Tiempo
total de
UsS (s)

Tiempo
torsional

(s)

Tiempo
faco (s)

Potencia
total US

Energia

disipada

acumula
da

Potencia
media de
faco

Potencia
media de
faco
posiciéon
3

Amplitu
d media
torsional

Amplitu

d media

torsional

posiciéon
3

Equivale
nte
amplitud
media
torsional
posicién
3

Fluidica
tiempo
de
aspiracio

n (s)

Estimaci
on de
fluido

utilizado

No (G-1)

Media | DT

698,52

54,92 | 26,21

53,74 @ 25,59

1,31 0,79

15,32 | 5,80

9,14 6,53

38,36 @ 14,37

1,32 2,23
37,68

13,50

36,27 | 13,46

14,55 @ 5,38

225,18 61,66

76,14 @ 18,66

163,11

DEXAMETASONA PREVIA

Si G-3)

No (G-2)

Si (G-4)

Media| DT

Media| DT

Media| DT

653,05 | 129,71

662,39 | 106,70

628,05 | 122,81

0,503

51,34 | 27,01

81,64 | 57,60

78,19 | 54,80

0,140

49,92 | 26,45

78,11 | 59,37

74,14 | 49,03

0,257

1,12 0,76

1,65 1,05

1,89 1,37

0,160

12,42 | 3,85

14,63 7,33

19,58 | 13,04

0,113

7,21 5,65

14,79 | 14,82

17,13 | 15,85

0,127

32,58 | 11,66

35,47 | 19,31

42,88 | 19,86

0,282

1,47 4,03

574 | 14,53

0,199

30,53 | 9,09

37,79 | 16,50

39,71 | 17,21

0,324

27,68 | 10,64

35,37 | 16,75

38,00 | 17,96

0,240

11,79 | 3,51

14,21 | 6,70

15,96 | 6,48

0,254

227,84 | 69,69

283,63 | 136,71

262,71| 107,96

0,237

80,16 | 19,16

91,21 | 33,33

89,00 | 35,61

0,446
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Observamos que existian diferencias estadisticamente
significativas en varios parametros de facodinamia entre
diabéticos y no diabéticos. En el que la diferencia era mayor, era
en la energia disipada acumulada con una p=0,003. Por lo tanto
decidimos igualar los grupos eliminando los 6 pacientes con mas
energia utilizada y los seis pacientes donde menos energia se
hubiera utilizado.

Después de eliminarlos volvimos a analizar si existian
diferencias entre los grupos (tablas 14 y 15).

TABLA 14. DM
Variables de Variables de facodinamia después No DM DM
facodinamia de eliminar los pacientes Media DT | Media| DT P
despues del
ajuste (No Tiempo total de cirugia (s) 685,18 140,14 |647,851112,96]0,231
DM y DM). Tiempo total de US (s) 58,56 24,46 | 60,38 | 32,40 ]0,791
Tiempo torsional (s) 57,11 24,00 | 60,70 | 32,25 | 0,596
Tiempo faco (s) 1,33 0,76 1,50 0,85 10,368
Potencia total US 15,06 4,66 | 16,22 | 11,29 | 0,571
Energia disipada acumulada 9,37 594 | 10,64 | 8,62 |0,472
Potencia media de faco 38,49 12,28 | 35,11 | 17,56 | 0,353
Potencia media de faco posicion 3 1,60 3,37 1,61 3,80 10,990
Amplitud media torsional 3691 1092 | 34,81 | 14,61 | 0,494
Amplitud media ‘;orswnal posicion 3526 10,98 | 32,61 | 15,09 | 0,402
Eq“‘;f;‘;;ea?;’f:i‘z;dnr;edla 1423 436 | 1358 | 571 [0595
Fluidica tiempo de aspiracion (s) |226,20 64,44 |264,83|119,07]0,094
Estimacion de fluido utilizado 78,37 17,29 | 84,81 | 33,75 | 0,315
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TABLA 15.
Variables de
facodinamia
despues del
ajuste (Grupos
De Estudio).

Variables
de
facodinami
a después
de
eliminar
los
pacientes

DIABETES MELLITUS

NO

SI

Tiempo
total de
cirugia (s)

Tiempo
total de US
(s)

Tiempo
torsional

(s)

Tiempo
faco (s)

Potencia
total US

Energia
disipada
acumulada

Potencia
media de
faco

Potencia
media de
faco
posicién 3

Amplitud
media
torsional

Amplitud
media
torsional
posicién 3

Equivalent
e amplitud
media
torsional
posicién 3

Fluidica
tiempo de
aspiracion

(s)

Estimacion
de fluido
utilizado

DEXAMETASONA PREVIA

No (G-1)

Si (G-3)

No (G-2)

Si (G-4) P

Media' DT

Media

DT

Media DT

Media

DT

711,56 @ 137,55

655,50

141,38

658,69 | 108,35

638,22

119,18 | 0,353

60,11 = 23,75

56,73 | 25,93

62,23 31,55

58,89

33,79 0,959

23,22

55,11 | 25,51

58,59 34,37

62,39

31,26 | 0,903

0,79

1,26 0,75

1,61

1,42

0,81 0,683

5,24

13,38 3,28

13,56 5,94

18,35

14,01 0,246

6,23

8,25 5,57

9,56 6,74

11,50

9,97 0,622

41,84 | 12,04

34,50 | 11,70

31,19 16,47

38,25

18,18 0,185

1,47 2,37

1,75 4,36

2,75 5,52

,70

0,400

40,37 | 12,13

32,81 7,77

34,13 13,98

35,35

15,44 0,319

38,89 @ 12,19

30,94 7,65

31,44 13,89

33,55

16,29 0,254

15,58 @ 4,90

12,63 3,03

12,63 5,55

14,35

5,87 0,236

222,42 63,78

230,69

67,01

288,81 | 132,70

245,65

106,51 | 0,204

76,74 = 17,39

80,31 | 17,53

85,50 32,33

84,25

35,66 | 0,764
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4.A.3. Reajuste de la Poblacion

Tras el nuevo analisis vimos que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos quedando una
poblacidén con las caracteristicas reflejadas en la tabla 16, 17, 18 y

19.
TABLA 16. ) No Diabetes Diabetes
_ Variables ) _
Caracterisiticas Mellitus Mellitus
de la poblacion Varones 18 17
de estudio (No )
DM y DM). Mujeres 16 17
Edad 74 73,2
Ojo Derecho 25 15
Ojo Izquierdo 9 20
AV con correccion 0,4 0,38
Profundidad CA (media) 3,1 3,2
Potencia lente intraocular (media) 20,4 20,4
Esfera (media) -0,27 -0,13
Refraccion
Cilindro (media) | -0,7 80,6° -3,2 | 864°
No retinopatia diabética 34 34
HbAlc 7,28%
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TABLA 17.
Caracteristicas
de la poblacién
de estudio
(Grupos de
Estudio).

Variables

No DM

DM

Pretratados con
dexametasona

Pretratados con
suero fisiologico

Ojo Derecho

Ojo Izquierdo

Mujeres

Varones

Edad

AV con
correccion

Profundidad CA
(media)

Potencia lente
intraocular
(media)

Esfera
(media)

Refrac
ciéon | Cilindro
(media)

No retinopatia
diabética

HbAlc

Grupo

17

17

16

10

73,9

0.45

3,15

20,28

-1,08

-0,6

89°

17

Grupo 2

17

17

10

10

72,9

0,45

3,20

20,31

0,14

-1,1

83°

17

7,38%

Grupo 3 Grupo 4 Total
17 0 34
0 17 34
17 17 34
0 0 34
9 7 39
8 10 29
7 10 34
11 7 34

74,1 73,4 73,6
0,35 0,37 0,40
3,15 3,21 3,18
20,56 20,50 20,41
0,71 -0,36 -0,14
-0,9 -4,9 -1,9
71° 89° 83°
17 17 68
7,21%
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TABLA 18.
Clasifiacion de
las cataratas
en la
poblacion de
estudio (No
DMy DM).

TABLA 19.
Clasifiacion de
las cataratas en
la poblacién de
estudio (Grupos
de Estudio).

Catarata Clasificacion | No Diabetes Mellitus | Diabetes Mellitus

Cortical (C) 1,7 1,4
Nuclear (N) 2,6 2,9
Subcapsular (Sc) 0,5 0,6
C+N+Sc 4,8 4,9

Catarata Clasificacion | Grupo 1 ‘ Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4
Cortical (C) 13 | 12 2,1 1,5
Nuclear (N) 27 | 29 2,5 2.9

Subcapsular (Sc) 0,4 ’ 0,6 0,6 0,5
C+N+Sc 45 | 47 5,1 5

4.B. RESULTADOS DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS
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A continuacidn, se exponen las graficas y las tablas de
cada una de las variables estudiadas y su variaciéon durante el
seguimiento.

Mediante columnas se representan las medias de los
valores, con sus respectivas desviaciones tipicas (DT) de cada una
de las variables en cada una de las visitas.

En el eje de ordenadas, figura la variable estudiada y la
unidad correspondiente. En el eje de abscisas aparecen los
tiempos en meses en los cuales se realiz6 cada visita. Los tiempos
reflejados en las graficas son:

- Visita 0 (mes 0) (V-0)
- Visita 1 (al mes) (V-1)
- Visita 2 (a los 3 meses) (V-2)
- Visita 3 (a los 6 meses) (V-3)

Las diferencias entre los grupos en la visita 0 fueron
determinadas sobre los valores absolutos que figuran en las
tablas. Para una mejor comprensién y visualizacion de los datos,
en las visitas 1,2 y 3, figuran datos de los valores obtenidos, pero
el estudio estadistico se realiz6 sobre las diferencias de los valores
entre cada visita para comprobar el efecto de las distintas
variables.



RESULTADOS

4.B.1. Agudeza visual y presion intraocular

FIGURA 10.
Agudeza Visual
(Grupos de
Estudio).

TABLA 20.
Agudeza Visual
(Grupos de
Estudio).

FIGURA 11.
Presién
Intraocular
(Grupos de
Estudio).

. 1,50
<
=
2 1.00 e
- 1 Grupo 1
«
N
< 0,50 - ® Grupo 2
& H Grupo 3
<
0,00 H Grupo 4
V-0 V-1 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No St No St
Media DT Media DT Media DT Media DT
Agudeza
Visual 0,45 0,23 0,35 0,17 0,45 0,18 0,37 0,24
V-0
Agudeza
Visual 0,93 0,10 0,95 0,10 0,82 0,24 0,87 0,17
V-1
Agudeza
Visual 0,97 0,08 0,93 0,16 0,87 0,22 0,87 0,17
V-2
Agudeza
Visual 0,97 0,06 0,97 0,08 0,86 0,23 0,90 0,14
V-3
.. 2000
=
g 1500 -
S Grupo 1
& %0 10,00 +—
g E M Grupo 2
= g 5,00 +—
5 H Grupo 3
7 0,00 -
1] 1]
EG 4
£ V-0 V-1 V-2 V-3 rupo
Visitas
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DIABETES MELLITUS
TABLA 21. NO SI
Presion DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
Intraocular No Si No S
(Grupos de
. Media' DT |Media DT Media DT Media DT
Estudio).
Presion
Intraocular | 15 2 14 2 16 2 16 1
V-0
Presion
Intraocular | 15 2 15 3 17 2 16 3
V-1
Presion
Intraocular 14 2 14 2 16 2 15 2
V-2
Presion
Intraocular | 14 3 14 2 16 2 15 2
V-3

4.B.2. Paquimetria Corneal Ultrasdnica y con microscopia especular
de no contacto

TABLA 22. DIABETES MELLITUS
Paquimetria NO SI P
Corneal Central Media DT | Media DT
U (NoDMy
DM). PAQUIMETRIA " . 4 . 9
CORNEAL U V-0 541,06 33,04 |553, 30,3 0.098
TABLA 23. DIABETES MELLITUS
Paquimetria NO SI
Corneal p
MENC (No Media DT Media DT
DMy DM). PAQUIMETRIA
521,80 31,50 537,05 30,01 0,038
MENC CV-0 *
* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre paciente con
DMy sin DM
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FIGURA 12.
Paquimetria
Corneal Central U
(Grupos de
estudio).

TABLA 24.
Paquimetria
Corneal Central U
(Grupos de
Estudio).

FIGURA 13.
Paquimetria
Corneal MENC
(Grupos de
Estudio).

650
€
= 600 T—TF
26 550 T Grupo 1
g l = Grupo 2
% 222 1 ® Grupo 3
= i
& V-0 V-1 V-2 " Grupo 4
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) S (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT Media DT | Media DT Media | DT
PAQUIME
TRIA 535
CORNEAL 35,89 | 30,04 | 547,19 | 36,30 | 556,81 | 20,20 |551,05| 36,23
uVv-0
PAQUIME
TRIA 544,68 | 29,77 | 553,88 | 35,90 |573,63| 34,27 |561,59| 44,60
CORNEAL
UVv-1
PAQUIME
TRIA 537,05 30,87 | 544,44 | 36,90 | 557,69 | 20,36 | 548,14 | 34,95
CORNEAL
UVv-2
PAQUIME
TRIA 537,05 29,53 | 543,63 | 35,77 559,31 | 19,21 |550,50| 37,32
CORNEAL
UVv-3

Paquimetria MENC
(Hm)

600

550

(o]

o

o
I

450

Grupo 1
= Grupo 2
B Grupo 3

*V-1

V-2

Visitas

B Grupo 4

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos

101



RESULTADOS

TABLA 25.
Paquimetria
Corneal MENC
(Grupos de
Estudio).

DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT | Media DT Media | DT | Media DT
PAQUIMET
RIA MENC | 517,37 | 26,78 | 527,06 | 36,52 |539,75|20,52 | 535,09 | 35,73
CcV-0
PAQUIMET
RIA MENC | 520,21 | 30,93 | 533,31 | 38,94 | 555,56 |29,83 | 546,91 | 42,99
CV-1*
PAQUIMET
RIA MENC | 514,05 | 27,69 | 523,94 | 35,90 |537,13|18,70 | 536,81 | 34,69
CV-2
PAQUIMET
RIA MENC | 514,89 | 27,65 | 523,38 | 39,05 | 539,56 | 21,44 | 531,77 | 34,25
CcV-3

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupo

La paquimetria corneal calculada mediante MENC

presento diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en la
diferencia entre V-1 y V-0 entre los siguientes grupos: Entre el
grupo 1 con el grupo 2y el 4.

4.B.3. Microscopia Especular

TABLA 26.
Microscopio
Especular Area
Central (No DMy
DM), CV.

TABLA 27.
Microscopio
Especular Area
Central (No DM
y DM), DCE.
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DIABETES MELLITUS
No Si p
Media DT Media DT
TAMAN
v oc 37,46 6,10 40,53 6,95 0,50
V-0
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
DENS\;/H?)AD ¢ 2586,71 296,22 2554,74 385,60 0,691




RESULTADOS

TABLA 28.
Microscopio
Especular Area
Central (No
DMy DM), PH.

TABLA 29.
Microscopio
Especular Area
Superior (No
DMy DM), CV.

TABLA 30.
Microscopio
Especular Area
Superior (No
DMy DM), DCE.

TABLA 31.
Microscopio
Especular Area
Superior (No DM
y DM), PH.

TABLA 32.
Microscopio
Especular Area
Temporal (No
DM y DM), CV.

DIABETES MELLITUS

NO SI p
Media DT Media DT
HEXAGONAL C
54,49 8,17 52,84 7,21 0.364
V-0
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
CV TAMANO S
v V-0 37,51 6,49 39,68 5,94 0,140
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
DENSIDAD S
V-0 2593,20 299,66 2585,47 400,13 0,926
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
HEXAGONAL S
54,49 7,93 52,74 7,35 0,331
V-0
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
CVTAMANO T
V-0 38,00 5,67 40,24 6,01 0,107
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TABLA 33.
Microscopio
Especular Area
Temporal (No
DM y DM), DCE.

TABLA 34.
Microscopio
Especular Area
Temporal (No
DM y DM), PH.

TABLA 35.
Microscopio
Especular Area
Inferior (No DM
y DM), CV.

TABLA 36.
Microscopio
Especular Area
Inferior (No DM
y DM), DCE.

TABLA 37.
Microscopio
Especular Area
Inferior (No
DM y DM), PH.
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DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
DENSIDAD T
V-0 2608,94 286,54 2629,18 472,99 0,824
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT |Media DT
HEXAGONAL T
V-0 52,63 8,77 | 51,95 7,69 0,725
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
CVTAMANOI 38,14 6,67 39,79 6,01 0,271
V-0
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
DENSIDAD |
V-0 2636,49 325,00 2584,37 423,13 0,559
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
HEXAGONAL I
V-0 52,49 8,18 49,50 8,27 0,126




RESULTADOS

TABLA 38.
Microscopio
Especular Area
Nasal (No DMy
DM), CV.

TABLA 39.
Microscopio
Especular Area
Nasal (No DM y
DM), DCE.

TABLA 40.
Microscopio
Especular Area
Nasal (No DMy
DM), PH.

FIGURA 14.
Microscopio
Especular Area
Central (Grupos
de Estudio), CV.

TABLA 41.
Microscopio
Especular Area
Central (Grupos
de Estudio), CV.

DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
CV TAMANO N
V-0 37,46 6,07 39,50 7,38 0,203
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
DENSIDAD N
V-0 2594 .46 334,16 2585,05 412,13 0,915
DIABETES MELLITUS
NO SI p
Media DT Media DT
HEXAGONAL N
55,43 9,82 52,03 8,32 0,114
V-0
60
3 c o 50
5 § = 20 __l l I 1 Grupo 1
253 20 L 5 Grupo 2
>
O 10 + ® Grupo 3
0
]
V-0 V-1 V-2 V-3 Grupo 4
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA | DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media| DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT
CVTAMANOCV-0| 37,42 5,64 |37,50]6,79| 40,75 | 3,40 | 40,36 | 8,77
CVTAMANOCV-1 | 35,89 5,86 35,69 ]6,29|39,81|7,23| 38,27 |6,30
CVTAMANO CV-2 | 35,11 | 4,61 35,94 |5,76 | 36,63 | 6,79 | 37,19 | 6,81
CV TAMANO CV-3 | 36,00 ' 3,77 | 36,00 5,76 | 36,88 | 5,44 | 37,23 | 6,90
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RESULTADOS

FIGURA 15.
Microscopio
Especular Area
Central (Grupos

de Estudio), DCE.

TABLA 42.
Microscopio
Especular Area
Central (Grupos

de Estudio), DCE.

FIGURA 16.
Microscopio
Especular Area
Central (Grupos
de Estudio), PH.

TABLA 43.
Microscopio
Especular Area
Central (Grupos
de Estudio), PH.
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___ 4000
. N
s gsooo
2=5 Grupo 1
c N
3 = < 2000
T 52 mGrupo 2
S 5 5 1000 -
S g ) ®Grupo 3
S ot 0 -
° mGrupo 4
o g Vil V2 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si(G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT Media DT Media DT Media DT
DENSIDAD C V-
0 2.614,42 319,46 | 2.553,81 | 272,59 | 2.546,56 | 364,62 | 2.560,68 | 408,55
DENSIDAD C V-
1 1.924,37 | 458,23 | 2.039,06 | 556,09 | 1.854,88 | 567,62 | 1.963,00 | 565,96
DENSIDAD C V-
5 1.885,42 467,03 | 1.890,38 | 360,70 | 1.797,25 | 603,99 | 1.969,90 | 479,68
DENSIDAD C V-
3 1.918,37 | 535,69 | 2.019,19 | 428,36 | 1.883,00 | 615,98 | 1.994,18 | 435,64
80
g :
-0?60 T T .
= 9\_/ J_
g.ﬁ 20 L J l l Grupo 1
>3 ® Grupo 2
3220
T ® Grupo 3
0
EGrupo 4
V-0 V-1 V-2 V-3 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media' DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT
HEXAGONAL CV-0| 54,74 | 7,71 | 54,19 | 8,92 | 51,56 | 7,27 | 53,77 | 7,20
HEXAGONAL CV-1| 48,47 | 11,96| 48,00 | 8,37 | 40,00 | 13,77 | 48,00 | 8,88
HEXAGONAL CV-2| 50,42 | 9,12 | 49,13 110,08 | 49,13 | 9,80 | 48,67 | 10,41
HEXAGONALCV-3| 52,42 8,41 | 46,94 11,82 | 50,56 | 14,48 | 49,64 | 9,19




RESULTADOS

FIGURA 17.
Microscopio
Especular Area
Superior (Grupos
de Estudio), CV.

TABLA 44.
Microscopio
Especular Area
Superior
(Grupos de
Estudio), CV.

FIGURA 18.
Microscopio
Especular Area
Superior
(Grupos de
Estudio), DCE.

TABLA 45.
Microscopio
Especular Area
Superior
(Grupos de
Estudio), DCE.

50
S co 40
29 45 . Grupo 1
T8
%EEZO- = Grupo 2
8 10 - ® Grupo 3
0
u Grupo 4
V-1 V-2 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA | DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) S (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media| DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT
CV TAMANO SV-0 | 38,26 | 6,78 | 36,63 | 6,22 | 40,81 | 4,65 | 38,86 | 6,71
CV TAMANO SV-1| 37,05 582 38,56 |8,46| 41,31 | 4,98 | 38,36 | 8,06
CVTAMANO SV-21 36,63 5,50 35,13 |6,05| 39,06 | 7,01 | 36,32 | 6,33
CV TAMANO SV-3| 35,95 | 5,15 | 35,31 | 6,38 | 36,25 | 5,09 | 36,73 | 6,06
__ 4000
o N
s E 3000
3 —_—
3 E 3 2000 - TT T TT Grupo 1
- & % | 1 1 = Grupo 2
C 5 & 1000 -
he) @)
'guﬁ};{ . ® Grupo 3
° ® Grupo 4
o g VO Vi V2 V3 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT Media DT Media DT Media DT
DE??;_]())AD 2.644,63 | 310,98 | 2.532,13 | 283,11 | 2.553,88 | 307,96 | 2.608,45 | 461,56
DE??/I_?AD 1.872,63 575,36 | 2.009,00| 416,48 | 1.807,63 | 577,14 | 2.004,68 | 439,39
DE??/I_];AD 1.949,26 491,08 | 2.055,00 | 422,93 | 1.870,13 | 622,97 | 1.936,77 | 409,70
DEI:?/I_];AD 1.984,11 543,22 |2.042,31|476,15|1.877,13 | 613,18 | 2.044,41 | 462,97
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RESULTADOS

FIGURA 19. z %
Mi : S 3 60 L1
E lcmsiopg) g5 40 l Grupo 1

spec?l ar Area 53 - Grupo 2
Superior (Grupos XS 20 -

; T EGrupo 3
de Estudio), PH. 0 .
]
V-1 V-2 V-3 rupo
Visitas

TABLA 46. DIABETES MELLITUS
Microscopio NO SI
Especular Area DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
Superior (Grupos No (G-1) Si(G-3) No (G-2) Si (G-4)
de Estudio), PH. Media| DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT

HEXAGONAL SV-0 | 54,79 | 8,36 | 54,13 | 7,64 | 53,25 | 7,68 | 52,36 | 7,26

HEXAGONAL S V-1 | 48,42 10,69 | 45,00 | 15,71 | 39,44 | 10,68 | 47,82 | 10,11

HEXAGONAL SV-2| 51,58 | 9,70 | 47,31 111,03 | 47,44 | 8,43 | 49,32 | 8,64

HEXAGONAL SV-3| 52,63 9,99 | 5594 |16,44| 49,50 | 9,88 | 53,95 | 12,33

FIGURA 20. 60
D
. . 3 . 50
Mlcroscoplf) 25810
Especular Area % S@30 - Grupo 1
Temporal (Grupos = § g 20 - u Grupo 2
o
de Estudio), CV. @) 10 - = Grupo 3
0
B Grupo 4
V-1 V-2 P
Visitas
TABLA 47 DIABETES MELLITUS
. . NO SI
Microscopio
5 DEXAMETASONA PREVIA | DEXAMETASONA PREVIA
Especular Area
Temporal No (G-1) | Si(G-3) | No(G-2) | Si(G4)
(Grupos de Media' DT |Media| DT | Media| DT | Media| DT
Estudio), CV. CVTAMANOT V-0 | 38,21 | 5,26 | 37,75 | 6,30 | 42,56 | 5,59 | 38,55 | 5,85
CVTAMANOTV-1| 38,79 | 7,64 | 37,81 | 6,45 | 41,44 | 6,48 | 38,90 | 6,22
CVTAMANOTV-2| 36,21 6,14 | 36,31 |7,41| 39,31 | 4,92 37,14 | 7,87
CVTAMANOT V-3 | 38,11 6,15 | 36,19 | 5,05 | 39,63 | 5,76 | 38,27 | 5,40
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RESULTADOS

FIGURA 21.
Microscopio
Especular Area
Temporal
(Grupos de
Estudio), DCE.

TABLA 48.
Microscopio
Especular Area
Temporal
(Grupos de
Estudio), DCE.

FIGURA 22.
Microscopio
Especular Area
Temporal
(Grupos de
Estudio), PH.

TABLA 49.
Microscopio
Especular Area
Temporal (Grupos
de Estudio), PH.

__ 4000
N
& £ 3000
S £ Grupo 1
o .8 2 2000 - I I
Og3 m Grupo 2
2 S % 1000 -
Scl mGrupo 3
8 L © 0 -
8 3 V-1 V-2 V-3 = Grupo 4
= Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT Media DT Media DT Media DT
DENSIDAD
TV-0 2.641,84 | 30533 | 2.569,88 | 266,90 | 2.556,81 | 385,63 | 2.681,82 | 530,15
DENSIDAD
TV-1 1.948,63 | 526,39 | 2.017,75 | 403,23 | 1.815,94 | 567,45 | 2.097,00 | 481,76
DENSIDAD
TV-2 2.027,16 | 520,08 | 2.056,19 | 450,33 | 1.919,69 | 612,74 | 2.048,86 | 539,96
DENSIDAD
TV-3 2.019,39 | 539,45 | 2.064,88 | 481,30 | 1.857,06 | 583,45 | 2.034,32 | 470,54
5 80
< S 60 T
=X
T l Grupo 1
g 540 | I 1
>0 = Grupo 2
c QL 20 +—
s 2 ®Grupo 3
I 0 p
V-0 V-1 * V-2 V-3 ®Grupo4
Visitas

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos

DIABETES MELLITUS

NO

SI

HEXAGONALT V-0

HEXAGONALT V-1

HEXAGONAL T V-2 *

HEXAGONALT V-3

DEXAMETASONA PREVIA

DEXAMETASONA PREVIA

No (G-1)

St (G-3)

No (G-2) Si (G-4)

Media DT

Media

DT

Media| DT |Media| DT

52,74 | 8,44

52,50

9,42

50,69 | 9,76 | 52,86 | 5,84

43,53 9,00

47,63

10,38

41,13 | 7,35 | 44,05 | 14,76

50,16 | 7,43

52,06

5,95

41,94 | 12,84 | 46,27 | 11,95

51,83 9,33

50,38

8,05

45,50 | 8,43 | 50,36 | 9,25

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos
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RESULTADOS

FIGURA 23.
Microscopio
Especular Area
Inferior (Grupos
de Estudio), CV.

TABLA 50.
Microscopio
Especular Area
Inferior
(Grupos de
Estudio), CV.

FIGURA 24.
Microscopio
Especular Area
Inferior (Grupos
de Estudio), DCE.

110

Se

encontraron

diferencias

estadisticamente

significativas en los datos de PH del area temporal en la diferencia
entre V-2 y V-0 entre los siguientes grupos: Entre los grupo 2y 3.

60
[<5)
i) S O\O 40 T T T T T T T T
5 S s 30 | 1 1 l Grupo 1
% § § 20 L = Grupo 2
3 10 +— m Grupo 3
0
EGrupo 4
V-0 V-1 V-2 V-3 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA | DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT
CVTAMANOIV-0| 39,21 | 6,47 | 36,88 | 6,89 | 40,13 | 4,53 | 39,55 | 6,98
CVTAMANOIV-1|38,16 | 7,34 | 39,38 | 5,81 | 40,94 | 7,20 | 38,77 | 5,96
CVTAMANO1V-2| 36,95 | 4,65 | 34,19 | 4,13 | 37,44 | 6,41 | 36,18 | 5,96
CVTAMANO1V-3| 35,37 /591 | 38,19 |8,10 | 37,88 | 4,99 | 37,86 | 9,58
4000
o N
8 E 3000
== Grupo 1
3= 8 2000 - P
- 5 % ® Grupo 2
(1] i
S2C 1000 ® Grupo 3
sg o Grupo 4
© B Grupo
02 V-1 V-2 P
Visitas




RESULTADOS

TABLA 51.
Microscopio
Especular Area
Inferior (Grupos
de Estudio), DCE.

FIGURA 25.
Microscopio
Especular Area

Inferior (Grupos de

Estudio), PH.

TABLA 52.
Microscopio
Especular Area
Inferior (Grupos
de Estudio), PH.

FIGURA 26.
Microscopio
Especular Area
Nasal (Grupos de
Estudio), CV.

DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT Media DT Media DT Media DT
DEII\I\S/H;AD 2.665,68 | 365,58 | 2.601,81 | 276,91 | 2.511,50 | 309,60 | 2.637,36 | 489,89
DEII\I‘S/H;AD 1.935,37 | 505,54 | 2.048,69 | 456,90 | 1.831,31 | 608,40 | 2.181,45 | 544,22
DEII\I‘S/H;AD 1.958,05 | 505,39 | 2.066,56 | 392,04 | 1.840,44 | 572,96 | 2.097,27 | 563,56
DEII\I\S/H;AD 1.948,84 | 502,26 | 2.038,25 | 426,69 | 1.854,94 | 541,63 | 2.044,91 | 523,33
80
2
T $ 60 T
TS I 1 Grupo 1
S . 40 -
>3 = Grupo 2
> 4
T 220 ®Grupo 3
0
mGrupo 4
V-0 V-1 V-2 V-3 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media. DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT
HEXAGONALIV-0| 53,26 6,89 | 51,56 | 9,65 | 49,38 | 5,19 | 49,59 | 10,07
HEXAGONALIV-1|47,95 9,36 | 41,81]10,67 | 39,94 | 14,03 | 46,91 | 10,58
HEXAGONALIV-2| 47,68 7,35 |49,75| 6,33 | 44,88 | 10,05 | 50,00 | 10,24
HEXAGONAL1V-3| 47,89 14,42 |52,75]11,23|50,31| 9,68 | 51,27 | 9,53
60
S co 50 T
8 O X T TT TT T TT
= '§ 9;5’ gg | | I I Grupo 1
= Eg 20 - = Grupo 2
S 10 +— B Grupo 3
0
| |
V-0 V-1 V-2 V-3 Grupo 4
Visitas

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos
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RESULTADOS

TABLA 53.
Microscopio
Especular Area
Nasal (Grupos de
Estudio), CV.

FIGURA 27.
Microscopio
Especular Area
Nasal (Grupos de
Estudio), DCE.

TABLA 54.
Microscopio
Especular Area
Nasal (Grupos de
Estudio), DCE.

112

DIABETES MELLITUS

NO

SI

DEXAMETASONA PREVIA

DEXAMETASONA P

REVIA

No (G-1)

Si (G-3)

No (G-2)

Si (G-4)

Media| DT | Media

DT

Media| DT

Media

DT

CV TAMANO N V-0

37,68 5,57| 37,19

CV TAMANO N V-1*

6,79

39,88 (4,96 | 39,23

8,84

38,53 18,27 | 37,94

CV TAMANO N V-2

592

43,56 | 7,13 | 36,82

6,01

35,11 4,21| 36,88

CV TAMANO N V-3

6,00

37,63 6,82 37,45

6,28

36,94 3,15| 37,25

6,77

37,06 (3,99 | 37,23

6,02

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos

Se

encontraron

diferencias

estadisticamente

significativas en los datos de CV Tamafio del area nasal en la
diferencia entre V-1 y V-0 entre los siguientes grupos: Entre el
grupo 2 con el grupo 1, conel 3y con el 4.

4000
o (9N}
8 gsooo I T
3 _—
52200 (LM Tl TTEL ] Grupo
- & % 1 1 H Grupo 2
S 5 1000 +
E 5 % . ®Grupo 3
L T i B Grupo 4
o g VO VL V2 V3 P
Visitas
DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)
Media DT Media DT Media DT Media DT
DENSIDAD N V-
0 2.631,26 | 360,58 | 2.550,75 | 305,51 | 2.521,69 | 338,88 | 2.631,14 | 460,38
DENSIDAD N V-
1 1.876,26 | 466,18 | 2.050,69 | 422,97 | 1.844,19 | 510,14 | 1.946,68 | 486,20
DENSIDAD N V-
5 1.981,79 | 522,33 | 2.024,31 | 413,81 | 1.826,56 | 598,93 | 2.042,73 | 515,08
DENSIDAD N V-
3 2.025,72 | 537,88 | 1.994,75 | 379,76 | 1.880,00 | 585,30 | 2.037,77 | 541,07




RESULTADOS

FIGURA 28.
Microscopio
Especular  Area
Nasal (Grupos de
Estudio), PH.

TABLA 55.
Microscopio
Especular Area
Nasal (Grupos de
Estudio), PH.

80
; .
Sg60 +I7L] T
= o
§E40 1 I I II lI Grupo 1
gg Grupo 2
x 20 —
T 0 = Grupo 3
0
BG 4
V-0 * V-1 V-2 V-3 upo
Visitas

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos

DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA | DEXAMETASONA PREVIA

No(G-1) | Si(G-3) No (G-2) St (G-4)

Media DT |Media| DT ‘Media DT |Media| DT

HEXAGONALN V-0 | 56,89 | 6,92 | 53,69 12,46‘49,38 7,74 | 53951 8,36

HEXAGONAL N V-1*| 46,95 1 9,17 | 50,06 10,66‘38,75 10,07 | 48,18 | 10,83

HEXAGONALN V-2 | 49,16 | 7,21 | 51,50 11,67‘46,06 12,36 | 49,45 | 9,58

HEXAGONALN V-3

51,78 18,89 49,88 | 8,61 ‘49,00 6,54 | 53,64 | 10,05

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los Grupos

Se  encontraron  diferencias  estadisticamente
significativas en los datos de hexagonalidad del area nasal en la
diferencia entre V-1 y V-0 entre los siguientes grupos: Entre el
grupo 2 con el grupo 1, conel 3y con el 4.

4.B.4. Analisis lineal de los datos

Con los datos del los grupos de estudio, se realizé un
andlisis lineal en el tiempo para comprobar si existian diferencias
estadisticamente significativas, dentro de cada grupo, entre los
datos de la visita inicial y las sucesivas visitas posteriores, al mes,
3 meses y 6 meses de la cirugia.
fueron Unicamente la
paquimetria ultrasénica central, y los valores de determinacién
en area central con MENC de paquimetria, DCE, CV y PH.

A continuacién, se exponen las graficas y las tablas de
cada una de las variables estudiadas y su variacion durante el
seguimiento.

Las variables estudiadas

Mediante columnas se representan las medias que cada
una de las variables presentaban en cada una de las visitas, con
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RESULTADOS

FIGURA 29.
Paquimetria
Corneal Central U,
(Visitas).

114

sus respectivas desviaciones. Los simbolos utilizados son los
mismos en todas las gréficas, y el color depende de cada grupo.
Las graficas estan divididas segin las cuatro visitas que se
realizaron durante el estudio, los colores son:

- Azul para la Visita 0 (Valores que presentaba cada grupo en V-0).
- Granate para la Visita 1 (Valores que presentaba cada grupo en
V-1).

- Verde para la Visita 2 (Valores que presentaba cada grupo en V-
2).

- Marrén para la Visita 3 (Valores que presentaba cada grupo en
V-3).

En el eje de ordenadas, figura la variable estudiada y la
unidad correspondiente. En el eje de abscisas aparecen los cuatro
grupos de estudio en los que se dividi6 la poblacién. Los grupos
reflejados en las graficas son:

- Grupo 1 (G-1) (pacientes no diabéticos y pretratados con suero
fisiolégico).

- Grupo 2 (G-2) (pacientes diabéticos y pretratados con suero
fisiolégico).

- Grupo 3 (G-3) (pacientes no diabéticos y pretratados con
dexametasona).

- Grupo 4 (G-4) (pacientes diabéticos y pretratados con
dexametasona).

p 800
3 600 T
S IT II II ITI =V-0
S 400 - -
$ 3 .V-l
% 200 - ~ avo
g 0 - V-3
o G-1* G-2 G-3* G-4*

Grupos

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas



RESULTADOS

TABLA 56.
Paquimetria

Corneal Central U,

(Visitas).

FIGURA 30.
Microscopio
Especular Area

Central, (Visitas),

Paquimetria
MENC.

TABLA 57.
Microscopio
Especular Area
Central,
(Visitas),
Paquimetria
MENC.

DIABETES MELLITUS
NO SI
Paquimetri
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
acorneal U
No (G-1)* Si (G-3)* No (G-2) St (G-4)*
Media | DT Media DT Media DT Media DT
V-0 531,37 | 72,41 | 553,25 | 26,54 | 542,56 | 35,69 | 554,00 | 32,66
V-1 551,89 | 39,43 | 562,13 | 28,62 | 549,63 | 39,09 | 571,32 | 47,59
V-2 542,58 | 40,11 | 552,75 | 25,76 | 542,31 | 33,75 | 553,64 | 37,01
V-3 541,47 | 35,13 | 553,06 | 27,60 | 543,38 | 36,86 | 556,91 | 34,88

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

Se

encontraron

diferencias

estadisticamente

significativas en la paquimetria corneal central U en el grupo 1
entre la visita 0 y la visita 1 (p=0,008) entre la visita 1 y la visita 2
(0,011), y entre la visita 1 y la visita 3 (p=0,004). En el grupo 3
entre la visita 1 y la visita 2 (p=0.018) y entre la visita 1 y la visita
3 (p=0,021). En el grupo 4 entre la visita 0 y la visita 1 (p=0,016),
entre la visita 1 y la visita 2 (p<0,001), entre la visita 1 y la visita 3

(p<0,001).

800
600
400

N
o
o

Paquimetria MENC
(Hm)
o

mV-0

mV-1

Grupos

]I I:II I:II I:II I
G-1* G-2* G-3 G-4*

V-2
V-3

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

DIABETES MELLITUS
Paquime NO St

tria DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA

MENC No (G-1)* Si (G-3) No (G-2)* Si (G-4)*

Media DT Media DT Media DT Media DT

V-0 524,89 | 36,47 535,25 | 26,21 | 526,88 | 34,36 | 536,14 | 32,68
V-1 532,11 | 37,10 536,63 | 38,20 | 534,38 | 38,54 | 552,67 | 44,49
V-2 520,16 | 36,97 534,63 | 27,26 | 524,50 | 30,99 | 536,48 | 33,65
V-3 518,11 | 38,31 532,50 | 29,49 @ 523,25 | 33,70 | 536,71 | 30,35

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas
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FIGURA 31.
Microscopio
Especular Area

Central, (Visitas),

CV.

TABLA 58.
Microscopio
Especular Area

Central, (Visitas),

CV.

FIGURA 32.
Microscopio
Especular Area
Central,
(Visitas), PH.
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Se

encontraron

diferencias

estadisticamente

significativas en la paquimetria del MENC en el area central en el
grupo 1 entre la visita 0 y la visita 3 (p=0,025), entre la visita 1 y
la visita 2 (p=0,018), y entre la visita 1 y la visita 3 (p=0,004). En
el grupo 2 entre la visita 1 y la visita 3 (p=0.035). En el grupo 4
entre la visita 0 y la visita 1 (p=0,002), entre la visita 1 y la visita 2
(p=0,001) y entre la visita 1 y la visita 3 (p=0,001).
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S 40
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Eé 30
&> 20
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©
o g 0
©
>

T T T
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+ TITT
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Grupos

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

DIABETES MELLITUS
NO SI

DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA

No (G-1) Si(G-3) No (G-2) Si (G-4)*
Media | DT | Media| DT Media | DT Media | DT
V-0 36,37 | 6,14 | 40,13 | 8,67 | 38,63 | 6,71 | 38,81 | 5,64
V-1 35,68 | 7,90 | 39,06 | 4,55 | 39,56 | 6,54 | 38,86 | 7,95
V-2 3542 | 7,27 | 37,81 | 3,23 | 36,88 | 4,92 | 3586 | 9,36
V-3 35,47 | 6,34 | 37,00 | 573 | 37,19 | 492 @ 36,86 | 8,11

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

Se

encontraron

diferencias

estadisticamente

significativas en el ME area central CV en el grupo 4 entre la visita

1y la visita 3 (p=0,045).

(o]
o

Hexagonalidad Media

I

l mV-0
mV-1

G-1

G-2*
Grupos
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TABLA 59.
Microscopio
Especular Area

Central,
(Visitas), PH.

FIGURA 33.
Microscopio
Especular Area

Central, (Visitas),

DCE.

TABLA 60.
Microscopio
Especular Area
Central,
(Visitas), DCE.

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

DIABETES MELLITUS
NO SI
Hexagonal | DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
idad No (G-1) Si (G-3)* No (G-2)* Si (G-4)*
Media DT | Media DT Media DT Media DT
V-0 51,89 11,52 | 54,56 6,22 53,19 7,91 54,67 7,16
V-1 47,63 17,84 | 46,25 7,77 42,50 10,35 44,10 | 13,32
V-2 48,95 14,25 | 48,25 8,70 46,50 10,42 50,86 | 11,59
V-3 49,21 12,37 | 48,25 8,23 50,31 6,57 48,00 11,16

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el ME area central en el PH en el grupo 2 entre la
visita 0 y la wvisita 1 (p=0,003), entre la visita 0 y la visita 2
(p=0,040), y entre la visita 1 y la visita 3 (p=0,033). En el grupo 3
entre la visita 0 y la visita 1 (p=0.021) y la visita 0 y la 3 (p=0,036).
En el grupo 4 entre la visita 0 y la visita 1 (p=0,001), entre la visita

0 y la visita 3 (p=0,012), y entre la visita 1 y la visita 2 (p=0,017).

4000
000

3
mV-0
2000 -
mV-1
1000 -
0 .

Grupos

Densidad Celular
Endotelial
Media (celulas/mmz2)

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas

DIABETES MELLITUS
NO SI
Densid
ad DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
celular No (G-1)* Si (G-3)* No (G-2)* Si (G-4)*

Media DT Media DT Media DT Media DT

V-0 | 2614,42 | 319,46 | 2553,81 | 272,59 | 2546,56 | 364,62 | 2528,57 | 389,16

V-1 1924,37 | 458,23 | 2039,06 | 556,09 | 1854,88 | 567,62 | 1938,24 | 567,59
V-2 1885,42 | 467,03 | 1890,38 | 360,70 | 1797,25 | 603,99 | 1969,90 | 479,68
V-3 1918,37 | 535,69 | 2019,19 | 428,36 | 1883,00 | 615,98 | 1967,48 | 427,55

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las Visitas
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Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas el ME area central en la DCE en el grupo 1 entre la
visita 0 y la visita 1 (p<0.001), entre la visita 0 y la visita 3
(p<0,01) y entre la visita 0 y la visita 3 (p<0,001). En el grupo 2
entre la visita 0 y la visita 1 (p<0,001), entre la visita 0 y la visita 2
(p<0,001), entre la visita 0 y la visita 3 (p<0,001) y entre la visita 2
y la visita 3 (p=0,050). En el grupo 3 entre la visita 0 y la visita 1
(p<0,001), entre la visita 0 y la visita 2 (p<0,001), entre la visita 0
y la visita 3 (p<0,001) y entre la visita 2 y la visita 3 (p=0,004). En
el grupo 4 entre la visita 0 y la visita 1 (p<0,001), entre la visita 0
y la visita 2 (p=0,001), y entre la visita 0 y la visita 3 (p<0,001).

4.B.5. Humor acuoso

En el HA extraido durante la cirugia se calculé la CTA o
el poder antioxidante total del HA y se determinaron los niveles
de moléculas proinflamatorias en el HA.

Las muestras de HA se utilizaron primero para
determinar los niveles de citocinas y con el volumen sobrante se
calculé la CTA.

Las determinaciones se realizaron en todos los
pacientes, sin consideraciéon de la energia, ya que todavia no se
habia realizado la facoemulsificacion.

4.B.5.A. Determinacion de los niveles de moléculas proinflamatorias en humor

acuoso
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En el HA extraido durante la cirugia se analizaron un
total de 27 analitos: IL-1f, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17, Eotaxina, FGF basico, G-
CSF, GM-CSF(CSF 2), IFN-y, IP-10, MCP-1/MCAF, MIP-1a(CCL3),
PDGF-BB, MIP-13(CCL4), RANTES(CCL5), TNF-«, VEGF.

Las concentraciones minimas detectables mediante la
tecnologia xXMAP Luminex queda reflejada en la tabla 61 para cada
uno de los analitos y el porcentaje de muestras de cada molécula
en la que se detect6 al menos la concentracién minima.

Dieciocho analitos fueron detectados por encima del
valor minimo en el 50% de las muestras. No se realizd el estudio
estadistico de las muestras por debajo de esos valores.

En seis pacientes no se pudieron determinar los
valores por problemas técnicos tal y como figura en la tabla 62.
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TABLA 61.

Concentracién
minima de
analitos y
porcentaje de
muestras
detectadas.

Porcentaje de

Concentracion
Analito minima detectable muestrals con valor
en pg/ml minimo d.e,
concentracion
IL-1ra 4,46 75%
IL-1b 1,99 0%
IL-2 0,62 54%
IL-4 0,24 0%
IL-5 2,41 0%
IL-6 1,66 100%
IL-7 2,09 73%
IL-8 1,61 51%
IL-9 0,63 83%
IL-10 1,6 89%
IL-12 (p70) 2,95 100%
IL-13 1,91 52%
IL-15 1,24 93%
IL-17 1,53 95%
FGF basic 1,37 78%
Eotaxina 1,98 3%
G-CSF 2,03 0%
GM-CSF 0,65 100%
IP-10 2,07 100%
IFN g 1,73 0%
MIP-1a 1,04 0%
MCP-1 (MCAF) 1,53 100%
MIP-183 1,14 100%
RANTES 1,74 86%
TNF a 5,53 0%
PDGF bb 1,48 19%
VEGF 2,24 100%

En las tablas quedan reflejados todos los datos
obtenidos tras el andlisis de las muestras de HA.

En el eje de ordenadas, figura la variable estudiada y la
unidad correspondiente. En el eje de abscisas aparecen las
citocinas cuyas concentraciones pudieron ser analizadas.
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FIGURA 34. 14
Concentraciones 12 T
de los distintos ‘—g T
analitos en HA E
(pg/ml) (Grupos E
de Estudio). S
© Grupo 1
€
§ m Grupo 2
S B Grupo 3
) 1 1 B Grupo 4
-4
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e
*
Citocinas en Humor Acuso
(Blanco)
* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre alguno de
los grupos
FIGURA 35. 800
Concentraciones —_g 600
de los distintos E’f 400
analitos en HA -
S 200
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N 1 O .
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* Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre alguno de
los grupos

120



RESULTADOS

TABLA 62.
Concentraciones
de los distintos
analitos en HA
(Grupos de
Estudio).

DIABETES MELLITUS
NO SI
DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
NO.n=19 SI.n=18 NO.n=19 SI.n=18

Media DT | Media DT Media DT Media DT

*IL-1ra | 13,54 | 11,73 | 24,48 | 37,86 | 591 7,67 15,12 | 18,33

IL-2 1,05 1,49 | 2,37 2,32 0,57 1,10 0,62 0,93

IL-6 524 | 2,20 | 599 | 3,74 6,88 5,20 4,98 2,92

IL-7 3,52 2,82 | 430 | 6,51 3,32 3,03 2,46 2,58

*IL-8 0,79 1,08 | 0,70 | 1,17 1,61 1,73 0,48 0,92

IL-9 2,27 2,80 | 2,31 2,02 1,70 1,78 1,61 2,03

IL-10 2,86 1,58 | 3,14 1,30 2,60 1,64 2,70 1,63

IL-12

12,58 | 4,92 | 13,38 | 598 | 11,30 | 450 | 1453 | 9,12
(p70)

IL-13 2,44 2,68 1,96 2,26 2,24 2,86 1,62 2,41

*[L-15 | 10,69 | 2,33 | 11,80 | 2,30 8,05 4,12 7,30 4,27

*[L-17 | 11,14 | 4,31 | 1291 | 2,02 6,95 3,50 6,58 3,91

bFa(ili:C 14,75 10,47 | 15,26 | 13,16 | 12,30 | 17,09 | 14,76 | 21,49
* GM-
CSF 57,48 | 13,50 | 67,65 | 9,47 | 44,48 8,49 47,22 | 14,27
*IP-10 | 51,68 | 38,60 | 39,77 | 51,59 | 137,33 | 256,55 | 161,33 | 571,38
* MCP-1
(MCAF) 218,61 89,49 |188,18| 63,90 | 237,53 | 57,12 | 189,28 | 54,65
* MIP-
18 7,82 4,06 | 494 2,16 | 11,89 4,74 5,22 2,61
*
RANTES 1,78 1,46 3,22 2,04 4,68 7,71 4,17 4,10

VEGF 75,26 | 28,80 | 71,10 | 22,04 | 67,36 | 25,22 | 77,33 | 28,10

* Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre alguno de
los grupos

La IL-1ra presenté diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 1y 2 (p=0,018).

La IL-8 presenté6 diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos 2 y 4 (p=0,017)

La [IL-15 presenté diferencias estadisticamente
significativas en los siguientes grupos: Entre los grupos 1 y 2
(p=0,029), entre el Grupo 3y el 4 (p<0,001).

La IL-17 presenté diferencias estadisticamente
significativas entre los siguientes grupos: Entre los grupos 1 y 2
(p=0,006), y entre el Grupo 3y el 4 (p<0,001).
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La GM-CSF present6 diferencias estadisticamente
significativas entre los siguientes grupos: Entre los grupos 1y 3
(p=0,019), entre los grupos 1y 2 (p=0,004), y entre el Grupo 3 y el
4 (p<0,001).

La IP-10 presenté diferencias estadisticamente
significativas entre el Grupo 2 y el 4 (p=0,008).

La MCP-1/MACEF present6 diferencias estadisticamente
significativas entre el Grupo 2 y el 4 (p=0,028).

La MIP-1B present6 diferencias estadisticamente
significativas entre los siguientes grupos: Entre los grupos 1 y 3
(p=0,019), entre los grupos 2 y 4 (p<0,001), y entre el Grupo 1y el
2 (p<0,011).

El RANTES presenté diferencias estadisticamente
significativas entre el Grupo 1y 3 (p=0,010).

4.B.5.B. Capacidad total antioxidante

TABLA 63.

Caracterisiticas
de la poblacién
de estudio para
la CTA del HA

(Grupos de
Estudio).
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Al calcular la CTA, en algunas de las muestras, de
algunos pacientes, no pudimos por no existir suficiente muestra
de HA sobrante. En el grupo 1 hubo cinco pacientes que no
pudieron ser analizados, los mismo ocurrié con cuatro muestras
del grupo 2, cuatro muestras del grupo 3 y con cinco muestras del
grupo 4.

En las tablas queda reflejado el poder antioxidante del
HA medido como CRE en uM.

En el eje de ordenadas de los graficos esta reflejada la
concentracion de CRE y la unidad en la que se midi6 dicha
concentracion.

Capacidad Total Antioxidante del Humor Acuoso
) Grupo | Grupo | Grupo | Grupo
Variables 1 5 3 4 Total
NO DM 15 | 0 16 0 31
DM 0 | 16 0 15 31
P
retratados con 0 ‘ 0 16 15 31
Dexametasona
Pretratad
retra .a. os, c.on suero 15 16 0 0 31
fisiol6gico
Ojo Derecho 13 | 7 7 7 34
0jo Izquierdo 2 | 9 9 9 29
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FIGURA 36.

CTA del HA
(Grupos de
Estudio).

TABLA 64.
CTA del HA
(Grupos de
Estudio).

w 10000,0

S 8000,0

S 6000,0 Grupo 1
c

Zg % 4000,0 m Grupo 2
©

] 2000,0 B Grupo 3
§ 0,0

5 CRE B Grupo 4

Capacidad Total Antioxidante del Humor Acuoso

DIABETES MELLITUS

NO SI

DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
No (G-1) Si (G-3) No (G-2) Si (G-4)

Media DT Media DT Media DT Media DT

CRE

(M) 5186,4 | 2040,1 | 5452,4 | 22259 | 6501,3 | 1634,5 | 5173,1 | 1860,4
i

4.B.6. Capsula anterior del cristalino

La determinacién mediante PCR a tiempo real se hizo
en todas las capsula anteriores de cristalino obtenidas de la
capsulorexis circular continua. Los genes seleccionados fueron los
de la CAT, la SOD2, la IL-17, el MIP-13 o CCL4, la IL-2 y el CSF-2 o
CSF-GM. Los genes empleados para la cuantificacion relativa como
genes de referencia fueron la ACTB y la GADPH, siendo finalmente
este ultimo el empleado debido a la obtencién de una mejor curva.

No se obtuvo amplificacién de la IL-2, ni de el CSF-2 o
CSF-GM.

En las tablas quedan reflejados todos los datos
obtenidos. En el eje de ordenadas, figura la variable estudiada y la
unidad correspondiente. En el eje de abscisas aparecen los genes
que fueron estudiados.
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FIGURA 37. e 00
.z . o 0,08 T
Expresion relativa 8 007
de genes g 2 0,06 T
rudiad ® 5 0,05
estudiados en %E’ 0,04
capsula anterior @ = 0,03
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. o c -+
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PCR
PCR: Polymerase Chain Reaction
TABLA 65. DIABETES MELLITUS
Expresion NO S
relativa de genes DEXAMETASONA PREVIA DEXAMETASONA PREVIA
estudiados en No (G-1) n=20 | Si(G-3)n=20 No (G-2) n=20 Si (G-4) n=20
capsula anterior Media | DT |Media| DT |Media| DT |Media| DT
del cristalino CAT/
(Grupos de cappy | %0020 | 0,0068 | 0,0011  0,0030 |0,0028| 0,0079 |0,0009 0,0019
Estudio). SoD2/
0,0145 | 0,0473 | 0,0071 | 0,0131 |0,0227| 0,0591 |0,0159| 0,0336
GAPDH
IL17/
0,0003 | 0,0008 | 0,0003 | 0,0009 |0,0009| 0,0019 |0,0002| 0,0006
GAPDH
CCLA/ 10 0005 | 0,0016 | 0,0001 | 0,0001 |0,0012| 0,0032 |0,0005| 00013
GAPDH | * ) ) ) ) ) ) )

IL-2: No se pudo amplificar
CSF2: No se pudo amplificar

4.B.7. Coeficientes de correlacion

Debido al amplio nimero de variables en distintos
tiempos, se selecciond la variable de la DCE central en la visita 0,
como la de referencia y mas destacable, para poder establecer
medidas de la relacion lineal con las siguientes variables clinicas:
la paquimetria corneal determinada con US y MENC, el CV y el PH,
todas ellas de localizacién central y en la visita 0. Ademas, la DCE
central en V-0 también se correlaciond con los analitos
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FIGURA 38.
Correlacion entre
Densidad y PH en
V-0 (Grupo 1)

determinados mediante xMAP Luminex que presentaban
concentraciones minimas en al menos el 80% de las muestras, es
decir, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, GM-CSF, IP-10, MCP-1,
MIP-18, RANTES y VEGF. Finalmente, también se buscaron las
correlaciones entre la DCE central en V-0 con la CTA del HA, y con
las expresiones relativas de los genes que se lograron amplificar.

Los calculos se realizaron mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson en los cuatro grupos para las variables
anteriormente mencionadas.

De todas las relaciones estudiadas, Unicamente se
encontraron relaciones estadisticamente significativas en el grupo
1 (No DM-No DEXA) entre la densidad central en V-0 con la
hexagonalidad central en V-0 y con MIP-1§.

35004

25004

DENSIDAD C V-0

20004

1500+

40 50 60 70 80
HEXAGONAL C V-0

Existe una correlacion lineal negativa (r=-0.579)

estadisticamente significativa (p=0,005) de la densidad central en
V-0 con la hexagonalidad central en V-0.

125



RESULTADOS

FIGURA 39. 3500+
Correlacion entre
Densidad en V-0 y
MIP-1 (Grupo 1)

3000

25007

DENSIDAD C V0

15004

Existe una correlacién lineal positiva (r=-0.706)
estadisticamente significativa (p=0,001) de la densidad central en
V-0 con la concentraciéon de MIP-1.
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DISCUSION

5.

5.A.

DISCUSION

GRUPOS MUESTRALES. DIABETES Y DEXAMETASONA.

La poblacién diana del estudio fueron los pacientes que
acudieron al servicio de oftalmologia del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid para ser operados de cataratas.

A pesar de la amplia poblacién disponible., no fue
sencilla la captacion de los grupos muestrales, de hecho el
reclutamiento voluntario y seguimiento de los pacientes se
extendio a tres afnos.

La seleccion de pacientes sin ninguna patologia ocular,
salvo la catarata, nos permiti6 disponer de cérneas con contajes
endoteliales normales, en las que el uUnico factor que se iba a
introducir era la cirugia de catarata mediante facoemulsificacion,
la presencia, o no, de diabetes y la utilizacién, o no, en el
preoperatorio de dexametasona. Por ello, los cambios que
aparecieran a lo largo del seguimiento en el contaje endotelial, se
podrian atribuir, presumiblemente, a estos factores.

La cérnea del paciente diabético sufre las condiciones
metabolicas de la enfermedad y, como consecuencia de ello,
pueden aparecer cambios en todas las capas de la cérnea. Son
multiples las anormalidades que puede aparecer, como el dafio
endotelial con cambios en el polimegetismo y el polimorfismo,
incremento del espesor, incremento de la autofluorescencia
corneal, incremento de la permeabilidad a la fluoresceina del
endotelio tras la cirugia, erosiones corneales recidivantes,
queratopatia  punteada  superficial, defectos epiteliales
persistentes, alteraciones en la sensibilidad corneal, ulceras,
enlentecimientos en la reepitelizacién o queratitis superficiales
1856,75175-182, E] conjunto de los cambios originados por la
enfermedad es lo que se conoce como queratopatia diabétical83.

Todos estos cambios corneales hacen que la cérnea
diabética sea mas sensible a cualquier agresiéon quirtrgica. El
conocimiento de lo que ocurre en el microambiente en el que se
realiza la cirugia tanto en las moleculas proinflamatorias, como en
los antioxidantes es una respuesta que valia la pena conocer.

El subgrupo de pacientes diabéticos elegidos es el mas
cercano a la normalidad, ya que son todos pacientes con DM tipo 2
sin retiopatia diabética. Es probable que se encontrasen mas
diferencias con la aplicacion de los corticoides en pacientes con la
enfermedad mas evolucionada, en los que el componente
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inflamatorio es mas importante, pero se consideré6 que por
criterios de seguridad era mejor elegir como poblacién diana de
este primer estudio a estos pacientes.

Uno de los farmacos mas ampliamente empleados en la
modulacion de la expresiéon génica son los corticoides,
especialmente de las moléculas proinflamatorias y de los
antioxidantes en multiples localizaciones del organismo 184193,
Entre los corticoides mas empleados con esa funcion moduladora
destaca la dexametasona 186-188,191-193,

La dexametasona es un corticoide con el que se tiene
un amplia experiencia en su uso oftalmolégico, tanto de manera
topica como subconjuntival, intracameral o intravitrea 194-198,

La dexametasona es ampliamente utilizada de manera
topica para cualquier patologia inflamatoria tanto de superficie
ocular como en casos de inflamacidn intraocular, tanto endogena,
como inducida de manera externa, como los casos quirdrgicos.

Estas condiciones mencionadas fueron las razones de
la eleccion de la dexametasona como farmaco que se queria
evaluar en sus posibles efectos en endotelio corneal.

Ademds, la posibilidad de disponer de wuna
dexametasona en monodosis permite eliminar todos los efectos
nocivos que pueden originar los conservantes en el polo anterior
199 y, con ello, eliminar un factor que pudiese alterar los
resultados.

Los corticoides suelen tener suficiente con 48 horas
para ser capaces de modificar la expresion génica 200201 g
potencia y capacidad que tiene la dexametasona de penetrar a
través de la cornea permitia que la dosis de una gota cada dos
horas, mientras estuviese despierto el paciente, fuese
aparentemente suficiente.

5.B. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
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No fue seleccionado ni el sexo ni la edad de los sujetos
incluidos en el momento del estudio, ya que no parecen influir en
que se produzca una mayor o menor pérdida de celulas
endoteliales durante la cirugia de la catarata 202,

Se consideraron criterios de exclusiéon el haber sido
sometido a cirugias previas oculares, lo que hubiese podido
condicionar una disminuciéon del contaje de CEC, o el padecer
alguna enfermedad que afecte al endotelio corneal 1145,
Igualmente, se descartaron todos aquellos sujetos con
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enfermedades inflamatorias intraoculares con ruptura de BHA
asociada. Este factor favorece la presencia de células inflamatorias
en CA, y con ellas, multiples moléculas proinflamatorias y pro-
oxidantes 16,

Las complicaciones intraoperatorias también se
consideraron como un criterio de exclusién, ya que condicionan
una mayor respuesta inflamatoria intraocular. Ademas,
generalmente, van asociadas a un mayor tiempo quirdrgico y a un
uso de mas energia ultrasénica en la cirugia. Todos estos factores
condicionan una mayor pérdida endotelial 3-59.10,

5.C. PRUEBAS DIAGNOSTICAS

La realizacion de las pruebas diagnoésticas se realizé
siempre en el mismo orden, para que cada una de ellas modificase
lo menos posible a la siguiente.

5.C.1. Valoracion de la biomicroscopia de polo anterior

La realizaciéon de la biomicroscopia de polo anterior
previa a la cirugia permiti6 la selecciéon de los pacientes con un
grado similar en el estadio de la catarata segun la escala LOCS. Los
pacientes con cataratas avanzadas no fueron seleccionados, ya
que este factor podria condicionar la necesidad de emplear mas
energia durante la cirugia y, con ello, originar una mayor pérdida
endotelial 202,

La eliminacién de este factor, supuestamente,
permitiria que la influencia de la diabetes y la aplicacién de la
dexametasona previa a la cirugia, tuviese una mayor relevancia en
la supervivencia endotelial. Sin embargo, como se comentara mas
adelante, los resultados obtenidos mediante el estudio
multivariante, no hicieron otra cosa que confirmar el enorme peso
de la energia en la supervivencia endotelial.

La valoracion mediante biomicroscopia de polo
anterior fue el método empleado para descartar todos aquellos
pacientes que presentaran cualquiera de las enfermedades
descritas en los criterios de exclusibn que pudiesen ir
acompafiadas de una perdida de células endoteliales 1145,
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5.C.2. Facoemulsificacion torsional de la catarata

Se decidi6 que todas las cirugias fueran realizadas por
el mismo cirujano experimentado para evitar, entre otras, un
mayor indice de complicaciones intraoperatorias o mayores
tiempos quirurgicos, que condicionan mayores perdidas de CEC.
Igualmente, el tipo de incisién, siempre con localizacién superior,
permitié que las distancias a los lugares de medicion mediante
MENC fuesen similares e independientes a la lateralidad. El
control de estos factores reduce mucho las variaciones de las
perdidas de CEC 202,

El tipo de energia elegida para llevar a cabo la cirugia
de la catarata fue la torsional, siempre sin componente
longitudinal, ya que parece inducir una menor pérdida de celulas
endoteliales 35910, El tamafio de la incision normal, y no con una
microincision, también parece que puede condicionar una menor
perdida endotelial293. No parece tampoco haber diferencias entre
las perdidas endoteliales de las técnicas elegidas para la
realizaciéon de la cirugia con tecnicas convencionales como el
“divide y venceras”204,

No obstante, las notables perdidas endoteliales
inducidas por la cirugia se deban, probablemente, a que en el
momento de la toma de muestra del HA por la incisién principal
en muchos casos ocurrié un colapso de la CA. La razéon de esa
maniobra fue que se intentd tomar la mayor muestra de acuoso
posible, para poder realizar la mediciéon de la CTA y Ila
determinacion de citocinas mediante Luminex.

5.C.3. Microscopia endotelial corneal de no contacto
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La evalucion del estado del endotelio corneal antes y
después de la cirugia de facoemulsificacon se realizé teniendo en
cuenta no solamente la DCE, sino también el CV, y el PH, como
indicadores del polimegetismo y del polimorfismo,
respectivamente.

Las mediciones se realizaron con un MENC, que
presenta varias ventajas sobre los MEC. Los MENC son apdaratos
de medida no invasivo, ya que no entran en contacto con la
superficie ocular y la toma de medidas es mas sencilla y mas
reproducible. Igualmente, el MEC es incomodo para el paciente y
pude producir lesiones en el epitelio corneal e infecciones, que
potencialmente podrian condicionar el postoperatorio #491.205.206,
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Las medidas fueron realizadas todas por el mismo
investigador para evitar variaciones, aunque existe normalmente
una menor varibilidad interoperador en los MENC que en los MEC
91 factor que es una ventaja en la clinica diaria para poder
comparar mediciones realizadas por distintos técnicos. Sin
embargo, es imprescindible recordar que las mediciones
realizadas con un MENC y un MEC no son comparables entre si, no
pudiendo intercambiar en la clinica diaria mediciones realizadas
con MECy MENC.

5.C.4. Paquimetria corneal ultrasénica

La paquimetria corneal central es el indicador
indirecto de la funciéon endotelial mas ampliamente utilizado. Sin
embargo, generalmente es un valor que permanece estable
mientras existe reserva funcional suficiente. El dafio endotelial
tiene que afectar a un niimero suficiente de las células para que el
espesor corneal se vea afectado al aumentar la hidratacién del
estroma 4045,

La medicion de la paquimetria corneal central se
realizd6 con un paquimetro ultrasénico de contacto, que sigue
siendo la prueba de referencia para la determinacién del espesor
corneal central 207, Sus valores, como los de las otras técnicas,
empeoran y son menos fiables al acercarse a la periferia, ya que la
sonda se aplica manualmente y la localizacién del mismo punto es
muy dificil, con lo que es menos repetible. Su principal
inconveniente es que, aunque levemente, es una prueba invasiva,
ya que se tiene que instilar una gota de anestésico para su
determinacion y contactar con la coérnea. La indentacion que se
puede producir en la cérnea durante la medicion, en teoria, no
modifica sus valores 208, La realizacion de 7 medidas, con la
eliminacion de las medidas extremas, reduce la variabilidad de la
prueba.

Las nuevas tecnologias de mediciéon, como los
topografos de elevacién, el microscopio especular o el OCT, la
utilizan como referencia para la validaciéon y comparaciéon de sus
valores 209.210,
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5.C.5. Determinacion de los niveles de citocinas inflamatorias en
humor acuoso

Los niveles de citocinas se determinaron en las
muestras de HA usando la tecnologia de FIA Luminex, mediante el
uso de kits comerciales de analitos inflamatorios y con un
Luminex IS-100 (Luminex Corporation, Holanda).

El andlisis de perfiles de multiples analitos es una
técnica ampliamente desarrollada y validada para la deteccion de
marcadores de cancer, enfermedades infecciosas, autoinmunes,
riesgo cardiovascular, asi como para determinar niveles de
hormonas y citocinas 119, reactantes de fase aguda y proteinas
plasmaticas 211, La técnica para estudiar multiples analitos
mediante la utilizacion de placas de mdultiples pocillos ha sido
ampliamente utilizada en otras ocasiones para la deteccién de
pequefias 16 y grandes 94100-102 cantidades de analitos en HA
demostrando su fiabilidad y su utilidad al disponer de pequefias
cantidades de muestra con las que trabajar.

La tecnologia de xMAP Luminex ha sido comparada
con otras técnicas como la de ELISA, FlowPRA y el CDC para la
deteccién de anticuerpos en otros tejidos demostrando ser mas
sensible que todas estas 212. Ademas, la tecnologia de analisis de
muestras mediantes multiples pocillos ha sido comparada con el
gold-estandar, que es la prueba de ELISA, para la determinacion
de proteinas proinflamatorias en HA demostrando una mayor
sensibilidad 213.

La tecnologia del xMAP Luminex permite analizar
perfiles de multiples analitos en muy pequefias cantidades de
muestra 24100, como suele ocurrir con las muestras oculares, como
el HA, la lagrima o el vitreo. La cantidad de HA disponible para su
andlisis oscila entre 50-150 ml, lo que no suele ser suficiente para
determinaciones mediante otras técnicas como el ELISA%*

Todas estas caracteristicas hicieron que Ila
determinacion de analitos en el HA fuese la técnica prioritaria. La
muestra de HA se tomo siempre para el XMAP Luminex, mientras
que el resto fue empleado para la determinacion de la CTA. Esa es
la razon por la que con esa técnica el nimero de muestras es
menor, ya que no en todos los pacientes existia suficiente volumen
de acuoso.

En el mercado existen multiples kits preparados para
analizar diferentes tipos de analitos dependiendo de los intereses
del investigador. Existe también la posibilidad de disefiar un kit
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personalizado para analizar proteinas especificas segun el tipo de
investigacion llevado a cabo, pero esto multiplica de manera
notable el precio. En este estudio se seleccion6 un kit ya
preparado para analizar citocinas relacionadas con procesos
inflamatorios.

Los pacientes diabéticos acumulan productos finales
de la glicosilacién avanzada (AGEs) (Advanced Glycation End
products) que son el resultado final de modificaciones definitivas
irreversibles en proteinas debido a la oxidacién y al exceso de
azucares?!4, El acimulo de estas proteinas son uno de los
mecanismos de las complicaciones en los pacientes diabéticos?1>.
Los efectos toxicos de estos productos son resultado de la
interaccidn con sus receptores, lo que origina un incremento de
las ROS216, y consecuentemente un incremento en la liberacion de
citocinas inflamatorias?1’. Muchas de estas moléculas tienen sus
concentraciones incrementadas en pacientes con complicaciones
asociadas a la diabetes, como la retinopatia o el edema macular, lo
que confirma el importante peso de la cascada inflamatoria en los
pacientes diabéticos101.102,

La seleccidn del kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-
plex Assay #M500KCAFQY, permitia disponer de un amplio
abanico de las citocinas implicadas en las cascadas anteriormente
descritas. La influencia de la DM, en combinacion con la
dexametasona, es hasta ahora desconocida en estas moléculas, y
podria hacer comprender mejor los cambios ocurridos en estos
pacientes en el endotelio tras la cirugia de la catarata.

5.C.6. Determinacion de la capacidad antioxidante del humor acuoso

El HA tiene una importante funcién que es la poder
contrarrestar el EO al que se ven sometidas las células del
endotelio corneal tanto por los procesos primarios, por ejemplo la
rediacion UV, como por los secundarios, especialmente las
cirugias, que pueden ocurrir en el ojo 20105218,

El HA contiene diversos antioxidantes. El ascorbato
tiene una composicion relativa respecto a la del suero veinte veces
mayor, y lo convierte en uno de los mas activos. Ademas, existen
una serie de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que
también intentar compensar la accion de las ROS 104,

Situaciones como la facoemulsificacién alteran esta
capacidad antioxidante del HA al sustituirlo por las soluciones
salinas balanceadas que se utilizan durante la cirugia. Por ello,
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desaparecen todas las moléculas antioxidantes nada mas acabar la
operacion. Ademas, debido a la rotura de la BHA, el suero penetra
facilmente en la CA, y es mas dificil mantener los niveles elevados
de ascorbato. La perdida de la BHA origina también que aparezcan
células inflamatorias en CA, y con ellas, multiples moléculas
proinflamatorias y pro-oxidantes, que provocan un mayor estrés
oxidativo 16,

Todo lo anteriormente mencionado es lo que
condiciona que el endotelio corneal se encuentre en un ambiente
muy hostil nada mas finalizar la cirugia de la catarata, y eso es lo
que probablemente condicione la muerte celular en un porcentaje
importante.

Debido a la importancia del HA en la proteccion del
endotelio corneal frente al EO, decidimos cuantificar la CTA del
HA, y ver si este se veia modificado por la aplicacion, o no, de
dexametasona tdpica, y por la presencia de la DM.

Existen maultiples métodos para determinar Ila
capacidad antioxidante de muestras bioldgicas 16:104219-221 Dentro
de esa amplia variedad de pruebas 134, existe un grupo que se basa
en los mecanismos de transferencia de electrones, y dentro de
este grupo existen dos mecanismos, los basados en la reduccién
de hierro 222 y los basados en la reducciéon del cobre 219221,

En esta tesis se utiliz6 un método basado en la
reduccién del cobre mediante la tranferencia de electrones. Estos
métodos han demostrado ser mas efectivos, mas rapidos, asi
como mas fiables que otros, como pueden ser los basados en la
reduccién de hierro 219220,

La determinacion de la capacidad antioxidante no pudo
ser realizada en todos los pacientes incluidos en el estudio, ya que
en algunos no existian suficiente volumen de HA para cuantificarla
tras la determinaciéon de las moléculas proinflamatorias con el
XxMAP Luminex.

5.C.7. Determinacion cuantitativa de expresion de genes de enzimas
antioxidantes en capsula anterior del cristalino
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La cadpsula anterior del cristalino fue tomada para
determinar los posibles cambios inducidos en la expresion de las
EAO y citocinas debidas a la DM o a la aplicacién de
dexametasona. La razoén es la imposibilidad de tomar muestras del
endotelio corneal o del cuerpo ciliar durante la cirugia. Aunque es
un dato indirecto, y supone una importante limitacién, se asumio
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que la dexametasona podria actuar de manera similar sobre las
CEC o sobre el epitelio productor del HA, aunque esta asuncién es
una de las principales limitaciones de este estudio.

La dexametasona ya ha demostrado su capacidad para
poder modificar la expresion de ciertas proteinas, como las
mucinas en las celulas epiteliales corneales 223.

Las EAO fueron elegidas basandose en la experiencia
que existe en la superficie ocular entre aquellas que actian como
primera defensa ante el EO 23144, La SOD2 y la CAT se ha visto que
tienen una importante funciéon en la defensa frente al EO vy,
ademas, sus niveles se ven modificados en ciertas patologias
oculares 104,105,133'

Se han descrito tres niveles en el sistema de defensa
antioxidante?24225, La primera linea de actuaciéon acttia en la
prevencion de la formacidon de radicales libres y en ella estan
enzimas como la CAT, la glutatiéon peroxidasa o la familia de la
SOD. La segunda linea de defensa contribuye al parar la iniciacién
o rompiendo la cadena de propagacion, y engloba los
antioxidantes de bajo peso molecular como las vitaminas o la
aldehido deshidrogenasa 1. Finalmente, la tercera linea estaria
formada por las enzimas reparadoras como la glutation
peroxidasa y la glutatién S-transferasa 1 microsomal?24.225,

Las enzimas elegidas en este estudio forman parte de
la primera linea de defensa ante el EO, probablemente, la mas
interesante de ser regulada farmacoldgicamente para evitar la
formacién de ROS. Ademas, al estar trabajando con pacientes
diabéticos tipo 2 sin retinopatia, los niveles de EAO pueden estar
mas proximos a los normales, con lo que la deteccién de enzimas
del primer nivel son las que son mas interesantes de cuantificar.

Conocer los cambios en la expresion de estas enzimas
en la capsula anterior del cristalino, nos puede permitir un intento
de extrapolacion de la expresion de estas enzimas en el endotelio
corneal, y poder comprobar si se ve modificada con la aplicacién
de corticoides tépicos. El que su sintesis se viera aumentada seria
muy interesante en una situacién, como es la facoemulsificacion,
en la que se elimina el HA junto con sus antioxidantes naturales y
en la que se ve aumentado el EO. Si la expresiéon de EAO estuviera
aumentada por la aplicacion de corticoides topicos, podria
favorecer una mas rapida recuperacion del poder antioxidante del
endotelio y del HA, y, por lo tanto, mejorar la supervivencia del
endotelio corneal tras la cirugia.
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5.D.

En cuanto a las citocinas que se analizaron, se eligieron
entre las que, al menos, estaban presentes en el 50% de las
muestras con valores superiores a los minimos detectables
mediante XMAP Luminex. Las elegidas fueron la IL-17, la
CCL4/MIP-1B, el CSF-2/GM-CSF y la IL-2, por su relevancia clinica,
por su principal actividad proinflamatoria 11° y por los resultados
obtenidos con el Luminex, tal y como se comentara mas adelante.
Conocer si su expresion génica se ve modificada por la
dexametasona, como ocurre con otras proteinas de la superficie
ocular 223, parece muy interesante.

RESULTADOS

5.D.1. Agudeza visual y presion intraocular
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La AV con correccion mostr6 una mejoria
estadisticamente significativa en todos los grupos respecto a la
visita inicial, lo que confirmé la seguridad del procedimiento. El
incremento de la AV se mantuvo sin cambios a partir de la V-1
en todos los grupos, y sin encontrarse diferencias entre las
ganancias de AV experimentada en cada uno de los grupos
respecto a la V-0.

No se evidencié en ninguin paciente la presencia
clinica u oftalmoscépica de edema macular postquirtrgico del
pseudofdquico en ningin momento del seguimiento. No
obstante, no estaba protocolizado la realizacion de wuna
tomografia dptica de coherencia que pudiese detectar edemas
subclinicos.

En el momento del inicio del estudio, no estaba
protocolizado en el servicio de oftalmologia del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid la utilizacibn en el pre vy
postoperatorio de nepafenaco en los pacientes diabéticos 226:227,
A lo largo del desarrollo del proyecto se procedié a su
protocolizacidn, pero ninguno de los pacientes de este estudio
recibio ese tratamiento.

Los resultados de este estudio no encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las
determinaciones de la PIO entre ninguno de los grupos en la
visita inicial, ni en las diferencias entre las visitas en ninguno de
los grupos. El porcentaje de pacientes respondedores a
corticoides en la poblacién es de aproximadamente un 20% 228,
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La dexametasona es precisamente uno de los corticoides que
tiene un mayor poder hipertensivo?28. El numero pequefio de
pacientes por grupo, probablemente, ha condicionado los
resultados. No obstante, no se observé ninglin incremento
superior a 10 mmHg en ninguno de los pacientes.

5.D.2. Parametros funcionales indirectos del endotelio corneal

En el presente estudio, al comparar la paquimetria
ultrasénica corneal central entre los pacientes diabéticos y los no
diabéticos, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos. Después de la cirugia de la
catarata, tanto al mes como a los tres y seis meses posteriores, el
cambio de los espesores corneales inducido tras la cirugia era
similar en los cuatro grupos.

Sin embargo, los valores de paquimetria determinados
mediante el MENC mostraron diferencias entre los pacientes
diabéticos y los no diabéticos en la visita inicial, siendo mayor en
el grupo de pacientes diabéticos. EL resto de parametros
morfologicos de la MENC eran similares entre los dos grupos. La
disparidad con las mediciones realizadas con la tecnologia
ultrasénica puede ser debida a la mayor dificultad en la repeticion
del lugar en el que se realiza la toma, siendo aparentemente mas
repetible con al MENC. Probablemente, sea una sefial del la
alteracién funcional de la bomba endotelial, que no tiene reflejo en
parametros morfologicos.

Los cambios originados en la paquimetria por la
cirugia también fueron mayores en el grupo de los pacientes
diabéticos, fuesen tratados, o no, con dexametasona cuando se
comparaban al mes con el grupo de pacientes no diabeticos que
no recibieron dexametasona. Parece que simplemente el hecho de
padecer diabetes induce una recuperacion mas lenta, pero
temporal, de los espesores corneales. Esas diferencias
desaparecieron en las vistas 2 y 3.

Los valores de la paquimetria corneal obtenida
mediante MENC son habitualmente menores que los
determinados mediante ultrasonidos 73229-231,  Este dato puede
que influya en los resultados, ya que la diferencia en el valor de la
medicion, puede hacer que un valor limite en el caso de la
determinacion mediante ultrasonidos, se convierta en
estadisticamente significativo en la visita inicial.
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La teoria osmdtica de los polioles intenta explicar
porque el espesor corneal central es mayor en pacientes
diabéticos que en no diabéticos 232, La alteracién de la via de la
aldosa reductasa en la diabetes provoca la acumulaciéon de
polioles en el estroma, que actia como agente osmotico. Esto,
unido a la disminucidn de la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa,
podria explicar la disfuncion del endotelio corneal y Ia
consecuente existencia de un mayor espesor corneal en los
pacientes diabéticos 77:170,

Los datos presentes en la literatura confirman en la
mayor parte de los casos que la paquimetria corneal es mayor en
los pacientes diabéticos 1872180233-239  sjendo pocos los estudios
que no encuentran diferencias176.182

El incremento del espesor corneal parece ser
independiente del grado de retinopatia presente en los pacientes
tanto con diabetes mellitus tipo 1233 como de tipo 2 236239, Sin
embargo, la duraciéon de la enfermedad si que parece estar
relacionada con el aumento de la paquimetria 234235,

El incremento en el espesor de la cérnea de los
pacientes diabéticos también va acompafiada de cambios en la
biomecanica corneal, haciéndolas, en general, mas rigidas
respecto a los pacientes no diabéticos 240-242 siendo estos cambios
especialmente notables en los casos en los que existe un peor
control metabdlico7!.

[gualmente a lo recogido en este estudio, se ha
comprobado que el tiempo de recuperacién de los espesores
corneales tras la cirugia de la catarata de los pacientes diabéticos
es mayor 243, pero suele volver a los valores preoperatorios 177,244,

Aunque no existieron cambios estadisticamente
significativos entre los pacientes que fueron pre-tratados con
dexametasona frente a los no tratados, hay que recordar que este
farmaco tiene la capacidad de mejorar la funcién de la bomba
endotelial mediante el incremento de la sintesis de subunidades a
y P de la bombal’0. Esta caracteristica podria ser un arma en
pacientes en los que la reserva funcional esté mas limitada. Hay
que recordar que los pacientes de este estudio tienen todos una
poblacién endotelial normal y una amplia reserva funcional.

5.D.3. Parametros morfologicos y métricos del endotelio corneal
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En el presente estudio, no se encontraron diferencias
morfologicas ni métricas del endotelio corneal entre pacientes
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diabéticos y no diabéticos antes de someterlos a la cirugia de
catarata, aunque es cierto que todos los pacientes son diabéticos
de tipo 2 sin retinopatia, es decir, con una enfermedad en estadios
iniciales. Estos datos concuerdan con ciertos estudios en los que
se evidenciarion los mismo hallazgos 56245,

Los pacientes diabéticos pueden presentar una
disminucién del contaje endotelial, del PH y del CV, estando este
ultimo relacionado con la duracion de la enfermedad al igual que
ocurre con la paquimetria 235, o bien, con un mal control
metabolico>¢ o a la presencia de retinopatia 7¢.

Sin embargo, otros autores hablan de datos similares
entre ambas poblaciones!8182 aunque tanto el PH como el CV
suelen empeorar con la evolucion de la enfermedad 155.

Si que se observd una menor DCE tanto en pacientes
diabéticos como en no diabéticos después de someterles a cirugia
de facoemulsificacion, hecho completamente esperable debido al
empleo de la energia ultrasénica para la extraccion del
cristalino35. Sin embargo, las diferencias entre pacientes
diabéticos y no diabéticos en cuanto a la disminuciéon de la DCE, el
CV y el PH no fueron estadisticamente significativas, ni en tiempos
precoces, ni a los seis meses de la cirugia.

No obstante, la perdida endotelial en la cirugia de la
catarata en los pacientes diabéticos suele ser mayor que en los
que no la tienen. En este grupo de pacientes se dan una serie de
factores que pueden condicionar esa mayor perdida, como el
partir de un endotelio que estd presente en una cérnea diabética.
Las caracteristicas previamente mencionadas, los contajes mas
bajos, incrementos en el CV, alteraciones de los nervios o
disminuciones de la actividad de la bomba endotelial, las
convierten en corneas mas susceptibles®. Ademas de estas
condiciones basales, la cirugia en los pacientes diabéticos puede
llevar mas tiempo por una serie de limitaciones como la mala
dilatacion pupilar, lo que condiciona un peor campo de
visualizaciéon quirurgica, mas energia empleada, y un mayor
empleo de fluido?46-248, E] porcentaje de perdida endotelial en los
diabéticos oscila entre un 6-15%19177.249, datos que en este
estudio son un poco mayores, pero en el que hay un factor que
puede justificar esa mayor perdida. En la recoleccion del HA, en el
momento inicial de cada cirugia, se tomaba el maximo de muestra
posible para disponer de una cantidad suficiente para las
determinaciones de la CTA y del xXMAP Luminex, lo que en la
mayor parte de los casos acababa colapsando la CA.
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Probablamente, se ha inducido una mayor perdida endotelial con
esa maniobra que, afortunadamente, no ha comprometido su
funcion. De todos los pacientes que siguen acudiendo a la consulta
ninguno ha presentado problemas endoteliales. Debido a estos
datos, se inici6 un estudio de la perdida endotelial en pacientes
del hospital para comprobar los porcentajes de perdida endotelial,
y se han hallado datos similares a la bibliografia mencionada, lo
que apoya la hipdtesis del colapso.

Los valores de las perdidas de células endoteliales al
comparar los pacientes con o sin diabetes segin hayan recibido, o
no, dexametasona en el preoperatorio son interesantes a pesar de
no ser estadisticamente significativos. La reduccién de la perdida
de células endoteliales lograda por la dexametasona, en el
momento que las energias empleadas en la cirugia se igualaron, es
mencionable. La dexametasona consigue una reduccion del 5,71%
de la perdida endotelial en el grupo de pacientes sin diabetes y del
3,94% entre los diabéticos. La reserva endotelial en estos
pacientes es tan grande, que clinicamente no tiene una
consecuencia directa en la funcionalidad endotelial, y
estadisticamente, tampoco es significativa. Sin embargo, seria
interesante comprobar que ocurre con pacientes en los que la
enfermedad esta mas avanzada y el componente inflamatorio
tiene una mayor importancia.

Al comparar los grupos en los que se utilizé la
dexametasona segun la presencia de diabetes, los cambios en los
porcentajes de perdidas fueron despreciables.

Al comparar el CV y el PH en los cuatro grupos de
estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos antes de la cirugia de la catarata.
Igualmente, cuando comparamos las diferencias en estos indices
entre las visitas postoperatorias (V-1, V-2 y V-3), tampoco se
encontraron apenas diferencias estadisticamente significativas.

La influencia de la diabetes y de la dexametasona en la
supervivencia endotelial es mucho menor que la energia, tal y
como se comprobd en el estudio multivariante. La eleccién de la
DCE central para comprobar la influencia de la energia, la diabetes
y la dexametasona fue debido a que es el parametro mas
comunmente vigilado después de la cirugia.
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5.D.4. Determinacion de citoquinas y factores de crecimiento

De las 27 citocinas analizadas mediante el kit Bio-Plex
Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay se eliminaron para el analisis
estadistico las que se detectaron en menos del 50% de las
muestras por estar fuera de rango minimo de deteccién. Las
moléculas que fueron analizadas fueron IL-1ra, IL-2, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-17, FGF basic, GM-CSF,
[P-10, MCP-1(MCAF), MIP-13, RANTES y VEGF. No obstante, la
mayor parte de ellas, tal y como se ve en los resultados, tienen
detecciones por encima del rango minimo en mas del 80% de los
casos. Entre ellas destacan la IL-6, la IL-12, el GM-CSF, el IP-10, el
MCP-1, el MIP-13 y el VEGF que fueron detectadas por encima de
los valores minimos en la totalidad de las muestras.

Las moléculas no analizadas fueron la IL-1f, la IL-4, la
IL-5, la eotaxina, el G-CSF, el IFNy, el MIP-1q, el PDGFbb y el TNFa.
De entre ellas, el TNFa, el IFNy, el G-CSF y el MIP-1a, tampoco
han sido posible detectarlas en HA en varios estudios previos
94101,250251 Sin embargo, tanto el TNFo, BRR0 el IFNy, o la IL-1
han sido detectados en acuosos de pacientes con enfermedades
con importante componentes inflamatorios como rechazos de
queratoplastia’2 y las uveitis2°3-256, en donde, probablemente,
juegan un papel importante en su fisiopatologia.

Es curioso también que la IL-17 no haya sido detectada
en unos valores suficientemente buenos como para su analisis en
varios estudios101.102.250251,257 vy en cambio, se haya podido
detectar en mas del 95% de las muestras de este trabajo.

La experiencia en la determinacién de analitos
inflamatorios es mucho mayor en las enfermedades intraoculares,
o de superficie ocular, que las realizadas en pacientes diabéticos.
Son pocos los trabajos que recogen datos de citocinas
determinadas mediante xMAP Luminex en HA. Los pacientes
diabéticos sin retinopatia, como los de este estudio, no suelen
presentar cambios en el perfil de citocinas del HA258, Los casos en
los que comienza una retinopatia no proliferante leve, ya
evidencian ciertos cambios en concentraciones en HA de
moléculas como el TGFb1l, TGFb2 y PLGF?2%°. Conforme Ia
retinopatia evoluciona, los cambios en las concentraciones
incrementan en moléculas como la IL-1, la IL-2, la IL-4, 1a IL-5, la
IL-6, la IL-10, el IFNy, el TNFa y el VEGF. Estos aumentos en la
concentraciéon se hacen mas marcados en analitos como la IL-2, la
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IL-5 y el VEGF en el momento en el que esta presente una
retinopatia proliferante?2>8.

La presencia del edema macular en el paciente
diabético también cursa con concentraciones distintas de las
moléculas proinflamatorias en el momento que los comparamos
con sujetos sanos, y se han detectado valores mas elevados en el
EGF, el HGF, el ICAM-1, la IL-3, la IL-6, la IL-8P, el IP10, el MCP-1,
el MIG, la MMP-9, la PAI1, el PIGF, el TGF-f3, el VCAM, y el VEGF 109,
Estos datos coinciden con los previamente publicados en los que
tanto la IL-6 como el VEGF, demostraban su importancia en la
patogénesis del edema macular del diabético 269,

Los pacientes diabéticos tipo 2 tienen concentraciones
mas elevadas, que los sujetos sanos, en HA de una serie de
moléculas proinflamatorias como la IL-1, la IL-6, IL-8, MCP-1, IP-
10 y el VEGF 101102/ Sin embargo, las concentraciones de la IL-10 y
la IL-12 en los sujetos diabéticos son menores. Las
concentraciones de la IL-1B, la IL-6, IL-8, MCP-1 y IP-10
aumentaban y las de IL-10 y las de IL-12 disminuian al aumentar
la severidad de la retinopatia diabética 191 y el edema macular 102,

De manera un poco contradictoria a lo anteriormente
mencionado, la IL-12 se comprobdé que podia ser una de las
citocinas que influyen en la aparicion de un edema macular en los
pacientes diabéticos después de la cirugia de la catarata. Esta
citocina podria ser aparentemente disminuida con el tratamiento
preoperatorio con diclofenaco y con ello disminuir el edema
macular postoperatorio 261. Sin embargo, estos cambios no fueron
evidenciados con el tratamiento con dexametasona. El efecto
puede ser especifico del diclofenaco, o bien que la dosis de la
dexametasona no fuese suficiente, ya que el tratamiento en el
mencionado estudio fue durante siete dias.

No solamente la IL-12, si no también otras, han sido
empleadas como predictores de la aparicion del edema macular
tras la cirugia de la catarata, tanto en pacientes con o sin DM. Los
valores elevados de IL-1f3, la IL-6, el MCP-1 y el VEGF, y
disminuidos de IL-10 en los pacientes sin DM estan
correlacionados con una mayor incidencia de edema macular y
con un mayor espesor central?50, De la misma manera ocurre en
los pacientes diabéticos, en donde las moléculas afectadas son
muy similares, siendo en este caso el aumento de IL-1, la IL-6, IL-
8, el IP-10, el MCP-1 y el VEGF y el descenso de la IL-10 y de la IL-
12, los que estan relacionados con la incidencia y espesor del
edema macular?s1,
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En el proceso de envejecimiento o senescencia de los
tejidos, las células pueden propagar el inicio de ese proceso a las
vecinas mediante una serie de mediadores conocidos como SASP
(senescence-associated secretory phenotype). Dentro de estos
mediadores existen moléculas proinflamatorias como la IL-6, la
IL-8 y el MCP-1 que han demostrado su efecto en cultivos
celulares endoteliales corneales 262, La regulacion de los
fenOmenos de senescencia a través de los mediadores
inflamatorios, como los anteriormente mencionados, puede ser un
camino prometedor para las enfermedades degenerativas263.

El efecto proapoptotico de las citocinas
proinflamatorias en el endotelio corneal ya ha sido demostrado en
modelos experimentales. El incremento de mediadores como la
IL-1pB, el TNFa, el TGFpB y el IFNy tras la aplicacion de laser argon
para la realizacion de un iridotomia, condiciona una mayor
apoptosis de células endoteliales corneales en el ratén. Sin
embargo, el tratamiento previo con dexametasona inhibia el
incremento de citocinas proinflamatorias y disminuia la
apotosis264,

Ese mismo efecto de incremento de citoquinas
proinflamatorias también ocurre ante procesos minimamente
invasivos como es la realizacion de los primeros pasos de la
cirugia de la catarata con laser de femtosegundo. En estos
pacientes se detectaron niveles mas elevados de citoquinas como
el FGF-2, el TNFa, el IL-1ra o la IL-18 y descendidos de otras como
la IL-9, el PDGF-BB, la eotaxina o el TNF/LTA103,

Las citocinas no se compartan de manera similar en
todas capas de la cornea. Por ejemplo, la IL-1 puede tener un
efecto proapoptoético en el estroma corneal tras ser secretada por
el epitelio, a diferencia del endotelio en donde tiene un efecto
estimulador de la migracién tanto indirecta como directamente?265.
Esa migracion y extension endotelial, tan importante en los
procesos de reparacidn, estd estimulada también por una serie de
factores de crecimiento como el EGF, el FGF-2, el PDGF-BB, el TGF
B2y el VEGF265,

El incremento de citocinas proinflamatoria puede estar
también condicionado por otra serie de factores como el tamafo
de la incision. La facoemulsificacién a través de microincision de
2,2 mm parece inducir un mayor incremento de moléculas como
la IL-1pB, IL-6, el VEGF y el PGE2 que la cirugia por pequefia
incision de 2,75 mm 266, Ese incremento de mediadores
inflamatorios también condiciona un incremento del espesor
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macular tras la cirugia, pero sin embargo, no parece afectar al
contaje y la funcién endotelial. La reserva endotelial suele ser
suficiente y no reflejar de una manera funcional estos cambios. El
OCT si que puede evidenciar cambios minimos en la macula, que
al igual que ocurre con el endotelio, no se manifiestan en la
funcién y no se evidencian diferencias en la AV. El desarrollo de
tecnologia que pueda evidenciar minimos cambios endoteliales
podra, quizas, en un futuro resolver estas dudas.

El endotelio corneal podria modular, ademas, parte del
privilegio inmune corneal. En modelos experimentales de cultivos
celulares endoteliales, se ha comprobado la capacidad de su efecto
inhibitorio sobre la poblacién de linfocitos TH17 mediada a traves
de la IL-17267, Este mecanismo de accién, abre nuevas
posibilidades terapeuticas y confirma la importancia de la cascada
inflamatoria en todo el proceso de supervivencia endotelial.

La deteccion de los niveles de las citocinas en HA se
realiza normalmente en el momento que se inicia la cirugia, por lo
que normalmente, las diferencias de las concentraciones de las
mismas se hacen sobre distintas poblaciones con una
caracteristica preoperatoria. Logicamente, al finalizar la cirugia,
con la inflamacién desencadenada y la ruptura de la BHA, la
concentracion de citocinas inflamatorias sera mucho mayor, y
seguro que moléculas, como el TNFa o la IL-1, que apenas son
detectadas en muchos estudios en HA, multiplican sus valores. Son
precisamente estas moléculas las que han demostrado en el
laboratorio que incrementan de manera muy notable la expresién
en celulas endoteliales corneales de muchas IL y quimiocinas,
entre las que destacan el MCP-1, la IL-6 y la IL-8268. Ese
incremento en la expresion puede iniciar procesos que
desencadenen apoptosis de dichas células.

Las concentraciones de los mediadores
proinflamatorios estan intimamente ligados a la capacidad
antioxidante del HA. En pacientes diabéticos con retinopatia, la
capacidad antioxidante del HA es mayor que la de los pacientes
sin retinopatia o sin diabetes. Este incremento esta correlacionado
con un aumento en los pacientes con retinopatia de citocinas
como el VEGF o la IL-626%, Esa capacidad de compensacion es
probable que se pierda en estadios mas evolucionados de la
enfermedad como se comentara en el siguiente apartado.

En los resultados obtenidos en este estudio llaman
especialmente la atencién los resultados de varias citocinas: la IL-
15,1aIL-17, el GM-CSF/CSF2 y el MIP-1§.
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La IL-15, la IL-17 y el GM-CSF/CSF2 presentaban
valores mas altos en HA en pacientes no diabéticos
independientemente de que se les aplicase o no dexametasona en
el preoperatorio. Estas 3 citocinas se han descrito recientemente
como citocinas con cierta capacidad antiinflamatoria ya que
pueden regular negativamente otras citocinas de componente
claramente inflamatorio como el TNFa 270-272, Sin duda, es una via
muy atractiva de investigacion en busqueda de una mejor
supervivencia endotelial.

Sin embargo, el MIP-1f sufri6 cambios en sus
concentraciones tanto en pacientes diabeticos como no, por la
aplicacién de dexametasona, lo que consiguié una reduccién de
sus concentraciones en ambos grupos. El MIP-13 es una potente
quimiocina para eosinofilos, monocitos, celulas B y celulas
dendriticas inmaduras, al igual que contribuye a la activacién de
los macrofagos. La reducciéon de sus valores por parte de la
dexametasona puede ser uno de los mecanismos de accién de este
farmaco al reducir la inflamacién, cuando esta presente, del polo
anterior.

5.D.5. Determinacion de capacidad total antioxidante del humor
acuoso

En nuestro estudio al analizar la CTA del HA no
encontramos diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de las comparaciones entre cualquiera de los grupos
estudiados.

El EO es consecuencia de un exceso de formacion de
ROS, o bien, una disminucién en la capacidad de eliminacién. El
nivel adecuado de antioxidantes es esencial para mantener el
equilibrio oxidativo.

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que el EO
estd implicado en la patogénesis de las complicaciones de la
diabetes. El incremento de los niveles de super6xido producen
peroxidacion lipidica y dafio del DNA, que son consecuencia del
dafio inducido por las ROS. Ese EO que se origina por un mal
control metabodlico se mantiene en el tiempo a pesar de que los
niveles de glucemia vuelvan a los valores normales. Este
fenémeno, conocido como memoria metabdlica, se debe al
acumulo de moléculas dafiadas y a ROS, que no son facilmente
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eliminadas una vez que la cascada comienza, a pesar de que se
restaure una normoglucemia?73.

El poder antioxidante del HA estd disminuido en el HA
de los pacientes diabéticos con una retinopatia diabética
proliferante. Sin embargo, la CTA del HA de los pacientes con
retinopatia diabética no proliferante es similar a la de los sujetos
normales?74, Esos datos concuerdan con los resultados de este
estudio. Es probable que la reserva funcional antioxidante en los
estadios precoces de la enfermedad pueda mantener el EO
controlado.

La capacidad antioxidante no solamente puede estar
disminuida en los pacientes diabéticos, si no también en otras
patologias como el glaucoma 104146 o, simplemente, con el proceso
de maduracion de la catarata 96149,

5.D.6. Determinacion de expresion de proteinas en capsula anterior

del cristalino
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La amplificacion mediante PCR a tiempo real de los
genes de la IL-2 y del CSF-2/GM-CSF, no fue posible en las células
de la capsula anterior del cristalino en ninguno de los grupos de
estudio. Debido a la técnica con la que se realizd el estudio, esta
falta de amplificacion puede que sea un falso negativo. Las
muestras fueron tomadas en la fase inicial de la cirugia y
rapidamente trasladadas a RNAlater y congeladas a -802C hasta su
andlisis. Existen estudios que evidencian que los mRNA de ciertas
interleucinas como la IL-8, puede que no se detecten en la capsula
anterior del cristalino inmediatamente despues de la cirugia, pero
si puedan ser detectadas tras cultivar dichas células en el
laboratorio?’>. El comportamiento de la expresion de estas
moléculas en el paciente puede que este condicionado a ciertas
situaciones. Pudiera ser que tanto la IL-2 como el GM-CSF/CSF2
tuviesen un comportamiento similar, aunque es cierto que se ha
comprobado que otras interleucinas, como la IL-4, no se expresan
en las células de la capsula anterior del cristalino ni siquiera
cultivandolas en el laboratorio?7s.

La regulacién, por parte de la dexametasona, de los
niveles de IL-2 y especialmente como se ha mencionado, del CSF-
2/GM-CSF presentes en el HA, puede que sean factibles en otras
localizaciones del segmento anterior del ojo y no en las células de
la capsula anterior del cristalino. Estos datos obligan a la
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prudencia a la hora de pretender extrapolar sus efectos sobre
otras estirpes celulares presentes en el segmento anterior.

El resto de las moléculas estudiadas si que se
expresaron en la capsula anterior del cristalino. Al comparar los
cuatro grupos de estudio, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las cuatro
analizadas. Por lo tanto, ni los corticoides, ni la diabetes,
modificaron la expresion génica de las proteinas analizadas. No
obstante, no se puede concluir que la expresion de las proteinas
presentes en el HA se vean reguladas de igual manera en su origen
a como lo hacen en la capsula anterior del cristalino, siendo esta
una de las principales limitaciones del estudio.

Los dos antioxidantes estudiados tienen una serie de
caracteristicas que pueden justificar que no existan diferencias
entre los grupos. La CAT es una enzima tan efectiva, que no suele
ser saturada por el Hz02 por muy elevada que sea su
concentracionl43, con lo que la disminucién de su expresiéon
todavia permitiria tener un margen de accion suficientemente
amplio antes de desencadenar los fendémenos asociados al
incremento del EO. Esta puede ser una razéon de no haber
encontrado cambios en esta molécula.

La regulaciéon mediante un incremento de la expresion
de la SOD2 responde a una respuesta adaptativa celular por el
incremento de ROS. Este aumento puede estar inducido por
mediadores del EO, incluyendo radiacion UV, TNF o IL-1276. Sin
embargo, el hecho de que la CTA no muestre diferencias entre los
grupos, y que los pacientes probablemente tengan una reserva
antioxidante suficiente, ha hecho que no se puedan evidenciar
diferencias entre los grupos. Serd interesante comprobar que
ocurriria en casos en los que existiese una retinopatia diabética
proliferante en donde la presencia de ROS es mayor.

Otro factor que es importante considerar es la posible
influencia de la dexametasona sobre los genes de referencia. En
cultivos de miotubulos se ha comprobado que la dexametasona
puede incrementar la expresion de genes de referencia como la
GAPDH, o disminuir la expresién de la ACTB 277. Ambos fueron
utilizados en este estudio, aunque se eligié la GAPDH por tener un
mejor comportamiento.

La regulacion farmacoldgica de los genes de referencia
en células de la capsula anterior del cristalino también ha sido
descrita. El suplemento con antioxidantes via oral incrementa la
expresion de la GAPDH, mientras que mantiene sin modificaciones
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a la ACTB 278, Aun a pesar de que este estudio si que se realizo
sobre la misma estirpe celular que la de esta tesis, el
comportamiento de la GAPDH fue aparentemente el mismo que
con la dexametasona, pero no ocurri6 asi con la ACTB.

Aunque se sabe que la aplicacién de dexametasona
topica tiene efectos beneficiosos sobre el endotelio corneal en
determinada patologias 279, no se pueden extrapolar los datos
obtenidos en este estudio con células de la capsula anterior del
cristalino a las CEC.

5.E. LIMITACIONES DEL ESTUDIO
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La principal limitaciéon de este trabajo es la
imposibilidad de obtener datos reales del endotelio corneal.

Las imagenes obtenidas mediante el MENC nos permite
una descripciéon de la morfologia del endotelio corneal. Sin
embargo, no se pueden extrapolar de una manera exacta a la
funcion celular.

La manera indirecta mas empleada para comprobar el
normal funcionamiento de la capa mds interna de la cérnea es la
paquimetria. No obstante, la reserva funcional es tan amplia, que
el dafio ha de ser muy severo para que se manifieste de manera
permanente en un incremento del espesor corneal.

Existe una serie de estudios que sugieren que la
secrecion de determinadas citocinas, tales como IL-1, IL-6, TNF-a
e IFN-y siguen un patron circadiano 289, Estos datos se confirman
en trabajos en lagrima de sujetos sanos, en donde se comprobaron
esas variaciones durante el dia en la concentracién de distintas
citocinas en lagrima, especialmente para IL-10 e IL-1B, y la
secrecidn de EGF, fractalquina, IP-10 y VEGF, que fue mas alta por
la tarde que por la mafiana. Por el contrario, existi6 una buena
reproducibilidad inter-sujeto para el caso de EGF, IP-10, IL-8 y
VEGF 281, Las muestras de este estudio fueron recogidas sin tener
en cuenta la hora del dia de la toma de muestra, tanto por la
mafiana como por la tarde, por lo que estds variaciones podrian
estar jugando un papel en nuestros resultados.

Adicionalmente, todas las muestras de este estudio,
debido a su diseno, fueron inmediatamente almacenadas a -802C
tras su obtencion. Sin embargo, debido a que la recogida de
muestras se realiz6 durante tres afos, los tiempos de
conservacion fueron muy distintos. Después de 4 afios, algunas
moléculas, incluso almacenadas a -802C, sufren un proceso de
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degradacion de alrededor del 75% con respecto a los valores
basales, especialmente relevante para IL-1a, IL-1f, IL-10, IL-15 e
IL-8 282, Este factor no pudo ser omitido, y pudo influir en las
determinaciones efectuadas.

La unica posibilidad de tomar una muestra celular de la
camara anterior, sin ocasionar dafio, es la capsula anterior del
cristalino. El comportamiento frente a la exposicion a la
dexamatesona de esta extirpe celular no tiene porque ser la
misma que la del endotelio corneal, por lo que no se puede asumir
que los resultados serian los mismos.

Finalmente, mencionar que la creacion de cuatro
grupos disminuye notablemente la potencia del estudio. En varios
de los analisis estadisticos, se han tenido que realizar pruebas no
paramétricas, con las limitaciones que ello supone para las
conclusiones. No obstante, la optimizacion ha sido maxima, ya que
las determinaciones del Luminex se realizan con 96 pocillos, de
los cuales 16 se suelen utilizar para los controles internos de la
prueba, con lo que quedan los 80 que han sido empleados. El
estudio fue disefiado teniendo consciencia de esta limitacién
debido al alto precio de esta prueba de biologia molecular.

5.F. FUTUROS PROYECTOS DE INVESTIGACION

Aunque los resultados de este trabajo no muestren el
posible beneficio de la dexametasona en el preoperatorio de la
cirugia de la catarata del paciente diabético, es cierto que presenta
algunos datos interesantes por los que merece la pena mantener
la linea de investigacidn abierta.

El mayor componente inflamatorio en los pacientes
diabéticos con estadios mas avanzados de la enfermedad, apuntan
a que este grupo de pacientes, quizas, podria verse beneficiado de
algun tipo de pre-tratamiento.

Los datos de esta tesis doctoral ha permitido comprobar
que el tratamiento preoperatorio con dexametasona en la cirugia
de la catarata es seguro, lo que es un paso importante para poder
continuar la investigacion.
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6. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, se
plantean las siguientes conclusiones:

1. No es necesario el tratamiento preoperatorio con
dexametasona tdpica en la cirugia de la catarata de los pacientes
sin y con diabetes mellitus tipo 2 y sin retinopatia diabética, con el
fin de mejorar la viabilidad endotelial.

2. La capacidad antioxidante total del humor
acuoso, como resultante de multiples mecanismos para
compensar los radicales libres de la cAmara anterior, no precisa de
la dexametasona tdépica para incrementar su actividad en
pacientes sin y con diabetes mellitus tipo 2 y sin retinopatia
diabética.

3. Los cambios registrados en diversas moléculas
inflamatorias, inducidas por la dexametasona en colirio en el
preoperatorio de la cirugia de la catarata de los pacientes sin y con
diabetes mellitus tipo 2 y sin retinopatia diabética, abren nuevos
campos de investigacion y plantean posibles mecanismos
patogénicos de la labilidad endotelial.

4. La dexametasona en colirio aplicada en pacientes
sin y con diabetes mellitus tipo 2 y sin retinopatia diabética no
parece un medio adecuado para modificar la expresion de los
genes determinados en este estudio en la capsula anterior del
cristalino.
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8. ANEXOS

Todos los pacientes antes de ser incluidos en el estudio firmaron los
anexos 1y 2, en donde se les inform6 del estudio y de la cirugia de la catarata.

Ambos anexos fueron aprobados mediante informe favorable por el
Comité ético de investigacion clinica del area de salud de Valladolid este (CEIC-VA-ESTE-
HCUV).

8.A. ANEXO1

SERVICIO DE OFTALMOLOGIA

ANEXO I
CONSENTIMIENTO INFORMADO SOBRE EL ESTUDIO PARA VALORAR LA
INFLUENCIA DE LA DEXAMETASONA TOPICA EN LOS NIVELES DE ANTIOXIDANTES
Y CITOCINAS EN CAMARA ANTERIOR APLICADA EN EL PREOPERATORIO DE LA
CIRUGIA DE CATARATA

Nombre del médico que le informa:
Fecha:

OBJETO DEL ESTUDIO

La dexametasona es un potente corticoide que se utiliza normalmente
para disminuir la inflamacién. Entre las acciones de la dexametasona existen otras que
pueden ser interesantes para su uso en oftalmologia. La dexametasona modifica la
expresion de muchas de las proteinas que se sintetizan en la célula, entre otras,
incrementa la expresion de antioxidantes proteicos.

La cirugia de la catarata representa un estimulo inflamatorio importante
para el endotelio corneal, que representa la pared anterior de la cdmara en donde se
realiza la cirugia. La dexametasona se emplea normalmente en el postoperatorio de la
catarata para reducir la inflamacién desencadenada por el estimulo quirdrgico. En
ciertas ocasiones es obligatorio la utilizaciéon de la dexametasona en el preoperatorio de
la cirugia, por circunstancias que nos hagan prever que ese paciente se va a inflamar en
exceso en el postoperatorio como, por ejemplo, en las enfermedades autoinmunes
sistémicas, las uveitis u otras enfermedades inflamatorias. Su uso en el resto de los casos
es opcional.

Los antioxidantes ayudan a resistir mejor la agresion de los radicales
libres generados en la cirugia de la catarata. El incremento de la expresion de los
antioxidantes proteicos mediante la aplicacién de la dexametasona preoperatoriamente
podria acelerar unas horas la sintesis proteica de esas moléculas, y con ello mejorar la
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supervivencia de las células endoteliales de la cornea, que son esenciales para preservar
la correcta funcion visual.

Ademads, algunas enfermedades, como la diabetes, disminuyen la
capacidad antioxidante del organismo. En estos pacientes, parece que puede ser esencial
mejorar la capacidad antioxidante de la cadmara anterior ocular para conseguir
probablemente una mejor supervivencia endotelial tras la cirugia de la catarata.

El objeto de este estudio es comprobar si la aplicacién tépica de
dexametasona en el preoperatorio de la cirugia de la catarata incrementa la expresion
de antioxidantes y con ello mejora la supervivencia endotelial y el pronéstico funcional
del paciente.

CONSIDERACIONES SOBRE SU PARTICIPACION

Debido a su condicién de donante de muestras bioloégicas es importante que
conozca varios aspectos:

» Su participacion en este estudio es completamente voluntaria y puede revocar el
permiso cuando usted lo desee sin tener que justificar su decision, y sin que afecte la
calidad de su atencion.

» Se solicita su autorizacién para la toma y uso del humor acuoso y de la capsula
anterior del cristalino, que de manera habitual se desechan en la cirugia de la
catarata para analizar los niveles y expresion de antioxidantes. Los investigadores
podrdn determinar otras moléculas durante el estudio si lo ven necesario y es
posible en la muestra residual.

» Se tomard un volumen minimo de humor acuoso en el momento inicial de la cirugia
y la cdpsula anterior del cristalino obtenida de la capsulorrexis, que no se
realizardn si durante la cirugia ocurre cualquier complicacién que condicione su
prondstico.

» No percibird ninguna compensacion econdmica o de otro tipo por las muestras
donadas.

» Los datos personales asociados a las muestras serdn tratados segtin lo dispuesto en
la legislacién vigente sobre proteccion de datos.

» La informacién obtenida podrd ser utilizada para la publicacién de trabajos
cientificos manteniendo siempre su anonimato.

» Puede preguntar las dudas que considere oportunas sobre este estudio

APLICACION PREOPERATORIA DE MEDICACION

De manera aleatoria recibird un tratamiento tdépico preoperatorio de
dexametasona o suero fisioldgico con la pauta de 1 gota cada 2 horas mientras esté
despierto desde 48 horas antes de la cirugia de la catarata. Ambos colirios tienen su
registro CE y su indicacién para uso oftalmolégico. Aleatoriamente podra recibir suero
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fisioldgico (Phylarm®) o bien dexametasona (Dexafree ®) presentado en monodosis
para evitar la presencia de conservantes.

La dexametasona es similar a la que se emplea normalmente en todos los
postoperatorios de cataratas y a la que normalmente se emplea de manera obligatoria
en todos los pacientes con problemas inflamatorios en el preoperatorio. Los riesgos de
la aplicacién de esta medicacién son los que se asumen en todas las cirugias de la
catarata.

DECLARACION DEL PACIENTE

He comprendido la informaciéon recibida y he podido formular todas las
preguntas que he considerado oportunas.
Conozco que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento sin
expresion de la causa de revocacion.
Se me ha ofrecido una copia de este documento.
En consecuencia autorizo mi participacién en este estudio asociado a la cirugia de
la catarata.
EXPRESO MI CONFORMIDAD a la explicacién recibida y doy mi consentimiento
para que se lleve a cabo el proceso arriba indicado. No obstante esta conformidad podra
ser anulada durante el proceso. En prueba de lo cual firmo.

(olojojofofofofeaiaiojojolojajaaaafotaiaiaiaiojojalajaalaafalaaafafojolojajaaalafafaaaiafoioia)
REVOCACION

Revoco el consentimiento prestadoenfecha___/____/__ yno deseo participar en
el estudio arriba mencionado, dandolo por finalizado con esta fecha.

Médico responsable

Nombre Firma
No. Colegiado
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8.B. ANEXO 2

SERVICIO DE OFTALMOLOGIA

ANEXO II
CONSENTIMIENTO PARA INTERVENCION QUIRURGICA
CATARATA
D: , mayor de edad, con DNI )y
domiciliado en calle libre y voluntariamente,
(i) MANIFIESTA
Que ha sido diagnosticado de , motivo por el cual se le

propone, como tratamiento mdas adecuado, la intervencién quirtirgica de
, a cuyo efecto y con caracter previo a la formaciéon de su
voluntad, recibe del Dr. perteneciente al Servicio de OFTALMOLOGIA
Hospital Clinico Universitario de Valladolid la siguiente informacidn:
» La catarata es la pérdida de transparencia del cristalino que lleva a la disminucién
progresiva de la vision. Su tratamiento es quirtrgico y consiste en la extraccién del
cristalino opacificado y sustitucion o no por una lente intraocular.

» La intervencién puede realizarse bajo anestesia local o general. En la anestesia
local, el anestésico se puede administrar de forma tdpica e intraocular (con posible,
aunque raro, dafio para el endotelio corneal) o se inyecta en las estructuras
perioculares. Puede haber complicaciones en el momento de la inyeccién como son:
hemorragia retrobulbar, oclusion de la arteria central de la retina, lesion del
nervio optico, perforacion ocular, depresion cardiorrespiratoria y reaccion téxico-
alérgica. También puede desarrollar una diplopia como complicacién tardia.

» La cirugia de cataratas es un procedimiento quirtirgico en el que pueden existir
complicaciones durante la misma como son: hemorragia expulsiva (0,20%), rotura
de la cdpsula posterior con pérdida de vitreo y luxacién de fragmentos al espacio
vitreo (3%), circunstancias que obligan a modificar el curso normal de la cirugia.
Otras complicaciones que pueden aparecer en el postoperatorio son:
desprendimiento de retina (1%), edema de mdcula 1,9%), endoftalmitis (0,4%),
dehiscencias de sutura, pérdida de transparencia de la cdrnea, ptosis,
descentramiento de la lente intraocular (1,2%) y opacificacién de la cdpsula
posterior, la mayoria de las cuales precisan de otro procedimiento quirtrgico para
su resolucion.

» En la mayoria de los casos es necesario utilizar gafas de cerca y/o lejos tras la
cirugia. En ocasiones, la falta de transparencia impide ver el estado de la retina y
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nervio dptico previo a la cirugia, por lo que el resultado de la misma no puede
garantizarse.

Comprende el contenido de esta informacion, que lee y le se explicada, y de la
adicional que solicita, habiéndosele descrito el procedimiento y objetivo de la
intervencion, asi como los riesgos que de la misma pudieran derivarse, incluso aquellos
que, aun siendo infrecuentes, tienen la consideracion clinica de muy graves.

Con anterioridad a este acto, ha recibido también, informacién sobre otras
opciones o alternativas a esta intervencion quirurgica, y sobre la posibilidad de revocar
el presente consentimiento, sin necesidad de dar ninguna explicacidn.

Como consecuencia de cuanto antecede, presta su consentimiento para la
intervencion a que este documento se refiere, en Valladolid a de de
20__

Firma paciente Firma facultativo

(olojofafofofofaiaiofojojelojajafafatafotaaiaiaiojojalajaafafatafaieiafofojojojajafafafatofatatafajoioio]
REVOCACION

D con DNI , Revoca el

consentimiento prestado en fecha__/___/__ y no desea el tratamiento, que da
por finalizado con
esta fecha.

En Valladolid a de de 20__

Firma paciente, Firma facultativo,
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