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Resumen

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue estandarizar y validar un método que permitiera la
evaluaciéon de la neovascularizacién (NV) corneal, concretamente la NV corneal superficial
(NVCs), para poder demostrar la eficacia de las diferentes opciones terapéuticas para tratar
este signo clinico.

Materiales y métodos. Se analizaron fotografias de pacientes afectados por NV corneal

tratados con trasplante de células madre en el IOBA, Universidad de Valladolid. Haciendo uso
del programa ImageJ, se midio el porcentaje del drea con NVCs, en dos ocasiones por un
mismo observador (repetibilidad) y, posteriormente, por un segundo (reproducibilidad).
Ademas, se compararon las medidas realizadas con este método con las medidas de la NV
corneal obtenidas con la escala de Efron usada previamente. A partir del nuevo método, se
propuso una clasificaciéon de grado de severidad de la NVCs. Ademas, se realizd el analisis de
la NVCs en 20 pacientes afectados por sindrome de insuficiencia limbar (SIL) y tratados con
trasplante de células madre, para comprobar si el nuevo método permitia evaluar la eficacia
de medidas terapéuticas en la reduccion de la NVCs, efecto previamente analizado por la
escala de Efron. La evaluacién de dicho signo se realizd antes del trasplante, alos 6y a los 12
meses. Para el andlisis estadistico, se usaron los programas R version 3.5.3 y SPSS version
23.0.0.0.

Resultados. Se observd que el método de andlisis cumple los criterios de repetibilidad y
reproducibilidad. El nuevo método resulté ser concordante con la escala de Efron. Por otro
lado, utilizando las medidas de porcentaje del area con NVCs, no hubo diferencias
significativas entre la NVCs antes el trasplante y tras 12 meses (p-valor 0,263), pero si entre
la NVCs antes del trasplante y a los 6 meses de seguimiento (p-valor 0,026). En términos
generales, sin embargo, las diferencias observadas en la NVCs, a lo largo del tiempo, cuando
se evaluo con la escala de Efron, no alcanzaron significancia estadistica con el nuevo método
de evaluacion.

Conclusiones. El nuevo método empleado para medir la NV corneal es repetible vy
reproducible, lo que le otorga validez. Es simple, rapido, preciso y accesible. Aunque han de
mejorarse algunas limitaciones, parece ser una herramienta Util para la evaluacion de la NV

corneal y poder asi demostrar la eficacia de las diferentes opciones terapéuticas.
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Abstract

Objective: The aim of this project was to standardize and validate a new method to evaluate
corneal neovascularization (NV), specifically the superficial corneal NV (sCNV) so that the

efficacy of different therapeutic options can be more clearly demonstrated.

Methodology: Photographs of patients affected by corneal NV and treated with stem cell
transplantation at IOBA, University of Valladolid, were analyzed. Using the ImageJ software,
the percentage of the area affected by sCNV was measured twice by the same observer
(repeatability) and a third time by a different observer (reproducibility). These
measurements were compared to the corneal NV measurements obtained with The Efron
scale. From this new method, a severity degree classification of the sCNV was proposed. In
addition, the analysis of 20 patients suffering from stem cell deficiency and treated with
limbal epithelial stem cell transplantation was performed, with the purpose of verifying that
the new method allowed the evaluation of the efficacy of therapeutic measures in the
reduction of sCNV, which had previously been analyzed by the Efron scale.
The evaluation of this sign was made before the transplant and at 6 and 12 months post-
surgery. For statistical analysis, the programs R version 3.5.3 and SPSS version 23.0.0.0 were
used.

Results: It was observed that the analysis method achieves the criteria of repeatability and
reproducibility. The new method was concordant with the Efron scale. Additionally, using the
percentage of the area with sCNV, there was no significant difference between the sCNV
before the transplant and that shown 12 months later (p-value 0.263); however, this
difference was significant comparing values pre-surgery with values at month 6 post-
transplant (p-value 0.026). In general, the differences in the sCNV observed, over time, by
the Efron scale did not reach statistical significance when measured with the new proposed
method.

Conclusions: The new method proposed to measure corneal NV is repeatable, reproducible,
simple, fast, accurate and accessible. Even though it is mandatory to overcome some
limitations, it is a potential useful tool for the evaluation of corneal NV and consequently to

demonstrate efficacy of different therapeutic options.
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Palabras clave: “neovascularizacién corneal clinica”, “neovascularizacion corneal

cuantitativa”, “evaluacion de la neovascularizacién corneal”, “modelo in vivo de
neovascularizacion corneal”, “drea de neovascularizacién corneal” y “deficiencia de células

madres limbares”.
Keywords: “clinical corneal neovascularization”, “quantitative corneal neovascularization”,

“evaluation of corneal neovascularization”, “in vivo model of corneal neovascularization”,

“corneal neovascularization area” y “limbal stem cell deficiency”.
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Abreviaturas

CCl: coeficiente de correlacion intraclase.

CEIm: Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos.
CV: coeficiente de variacion.

IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

IOBA: Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada.
LoAs: limites de acuerdo.

MA: “monotonic agreeement”. Acuerdo monotono.

NV: neovascularizacién.

NVCs: neovascularizacion corneal superficial.

RC: “relative concentration”. Concentracion relativa.

RP: “relative position”. Posicién relativa.

SIL: sindrome de insuficiencia limbica.

VEGF: Vascular endothelial growth factor. Factor de crecimiento endotelial vascular.
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Introduccion

La neovascularizacion (NV) corneal se define como la presencia de vasos sanguineos dentro
de la cérnea, la cual es siempre avascular en condiciones normales. Es un signo patoldgico
gue acompafia a diversos problemas de la superficie ocular en general y de la cdrnea en
particular. La presencia de neovasos en la cornea compromete el estado de privilegio inmune
de la misma y reduce la transparencia del tejido con pérdida secundaria de agudeza visual,?

asociada a causas principales de ceguera debida a enfermedad corneal.

Cémo cualquier tejido, la cdrnea requiere de sostén nutricional. En condiciones normales,
el humor acuoso, la pelicula lagrimal y los vasos sanguineos que llegan hasta la region del
limbo cumplen esta funcion. Ademas, los vasos sanguineos juegan un papel crucial en la
defensa de cualquier tejido, respondiendo a estimulos paracrinos y neuronales generados
por una lesion. Cuando la cérnea se encuentra bajo algun tipo de estrés, ésta puede ser
invadida por vasos sanguineos (NV), que invaden el tejido corneal para intentar cumplir este
papel de defensa.? La NV corneal puede desarrollarse en diversas circunstancias anormales;
sin embargo, la mayoria de las patologias que conducen al desarrollo de la NV corneal estan
asociadas con hipoxia, inflamacion, infeccion, lesion traumatica y mal funcionamiento del

limbo.*

Ellimbo esclero-corneal es la zona de transicidon que corresponde a la unién entre el tejido
corneal y esclero-conjuntival, encargado de mantener la homeostasis de la cérnea. Las
principales funciones del aspecto exterior del limbo son aportar parte importante de la
nutricion corneal, actuar de barrera inmunoldgica, evitar la invasion de epitelio conjuntival
sobre la cérnea y hacer posible la regeneracion y reparacion del epitelio corneal.”> Ademas,
las células madres ubicadas en las capas basales del epitelio limbar son las responsables de
la regeneracion fisiolégica y reparacién tras algin dafio del epitelio corneal.? Cuando se
produce la disfunciéon o la pérdida de estas células, se origina el denominado sindrome de
insuficiencia limbar (SIL), que se caracteriza por la aparicion de opacificacion y ulceracion

corneal, asi como por la aparicién de conjuntivalizacion (pannus), proceso que se caracteriza
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por la presencia de tejido conjuntival invadiendo la cérnea, tejido que es traslicido y no
transparente y que tiene vasos sanguineos que, inevitablemente, invaden la cérnea dando

lugar a la NV corneal.

Los tratamientos de la NV corneal incluyen esteroides tépicos para inhibir la quimiotaxis
de células inflamatorias y citoquinas; estenosis inducida de los vasos sanguineos por
electrocoagulacién o ldser y, en ocasiones, intervenciones quirdrgicas. Actualmente, existen
nuevos enfoques antiangiogénicos, con el uso de anticuerpos anti-factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF).2 Por otro lado, en patologias en las que la NV corneal es originada
por la disfuncién de las células madres del epitelio limbar, como en el SIL, el trasplante de
células epiteliales limbares cultivadas in vitro es el tratamiento mds utilizado en la actualidad.
En estos casos, la NV corneal disminuye cuando se trata al paciente con esta terapia y se
logra un éxito terapéutico.” % Recientemente, el grupo de investigacion en superficie ocular
(GSO — Grupo de Superficie Ocular) del IOBA ha demostrado que esta NV corneal puede ser
también tratada de forma exitosa no solo con el trasplante de células limbares alogénicas,
sino igualmente con el trasplante de células madre mesenquimales procedentes de médula
Osea, siendo éste el primer ensayo clinico realizado con células mesenquimales a nivel

ocular.1

Habitualmente, la NV corneal es diagnosticada en las consultas de oftalmologia, mediante
observacion con lampara de hendidura. En ocasiones, cuando se quiere hacer un estudio
mas exhaustivo, como puede suceder durante el desarrollo de un ensayo clinico, se requiere
cuantificar la NV corneal, accion para la cual existen diferentes metodologias, aunque
ninguna de ellas esta actualmente aceptada como estandar. Con el objetivo de conocer los
métodos utilizados para la evaluacién de la NV corneal en el ser humano, se realizd una
busqueda bibliografica sistematizada en la base de datos MEDLINE a través de PubMed (US
National Library Medicine — National Institutes of Health), incluyendo las palabras clave:

“clinical corneal neovascularization”, “quantitative corneal neovascularization®,”evaluation

of corneal neovascularization”, “in vivo model of corneal neovascularization”, “corneal
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neovascularization area” y “limbal stem cell deficiency”, obteniendo un total de 2.547
articulos. Tras la revisién de los titulos, en un primer momento, y de los resimenes,
posteriormente, y aplicando criterios de inclusién (como descripcion de técnicas in vivo, de
evaluacion, cuantificacién, descripcion de NV corneal) y de exclusiéon (como descripcién in
vitro o ex vivo, estudios moleculares, histopatoldgicos, inmunohistoquimicos), se
seleccionaron 105 articulos para la revision del texto completo. De ellos, 56 publicaciones

fueron de importancia para la base tedrica de este trabajo.

En muchas de esas publicaciones, la toma de fotografias y el analisis posterior de las
mismas constituyen el método de evaluacién para NV corneal. Habitualmente, la toma de
fotografias se realiza utilizando la ldmpara de hendidura. También la realizacién de esquemas
manuales tras el examen bajo la ldmpara de hendidura, la microscopia confocal in vivo,*?la
angiografia con verde de indocianina y fluoresceina? y la angiografia por tomografia de
coherencia Optica son utilizadas para este fin.'® Asi mismo, existen programas
computarizados de apoyo como Image) , PhotoShop, Matlab,***> Analyzer Image System
Leica Qwin 550® (procesamiento y analisis de imagen, especial para microscopia
cuantitativa),'® Cell*f: Olympus Soft Imaging Solutions GmbH (basado en el manejo de filtros
verde y rojo)'” e Image Pro-Plus,*® entre otros, que ayudan en el procesamiento de las
imagenes obtenidas por cualquiera de los métodos mencionados anteriormente. En la tabla
1 se encuentran recogidos algunos de los métodos de medicién de la NV corneal mas
recientemente utilizados en base a una fotografia digital a color tomada mediante la lampara
de hendidura.

Tabla 1: Métodos de medida de la neovascularizacion (NV) corneal publicados

Publicacién Software de apoyo Mediciones

Tatham A et Se creé un software utilizando el Areade NV corneal: por la suma de areas de cada uno
al,, 2015%° lenguaje de programaciéon C ++, de losvasos
haciendo uso de la biblioteca de
procesamiento de vision de codigo Ademds, se propone la medicién del drea opacificada
abierto OpenCV
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https://www.infaimon.com/fabricante/media-cybernetics/

Kim J et al, ImageJsoftware (Wayne Rasband of
Research  Services  Branch,
National Institute of Mental Health,
Bethesda, MD, USA)

2013%° the

Ribeiro J et Se desarrollé un software: SQAN-

al,, 2012% Angiogenesis Quantifier System

Zakaria N et Matlab program

al., 2012 MathWorks, MA, USA)

Dastjerdi M Photoshop® CS2

etal., 2009  Adobe Systems Inc. &

Mathworks Inc

(version 6, The

Matlab®;

- Area de NV corneal: trazando los limites de cada vaso
y sus ramas visibles

- Longitud de la NV corneal: distancia entre el plexo
vascular del limbo hasta el punto inicial del nuevo
Vaso.

- Ancho de la NV corneal: el didametro medido en todos
los vasos.

- Area de NV corneal
- Longitud total de los vasos
- NUumero de vasos sanguineos

Se asigna un color a cada vaso sanguineo segun
didmetro. Los vasos grandes en rojo, los vasos de
tamafio mediano en verde y los pequefios en azul.
Posteriormente se representa el area porcentual
cubierta por cada tipo de vaso.

- Area de NV corneal: total de area que ocupan los
vasos sanguineos por ellos mismos

- Calibre de los vasos sanguineos: diametro medio
aproximado de los vasos sanguineos

- Area de Invasidn: fraccién del drea corneal en la que
estan presentes los vasos sanguineos

Ademas, se han formulado escalas de evaluacion cualitativas y semi-cuantitativas que

permiten evaluar las imagenes, como las descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Escalas de evaluacion de la neovascularizacion (NV) corneal publicadas.

Publicacion

Deng, SX et al,
2019%

Modo de evaluacién

Presencia de vVasos
sanguineos en limbo y en
corneal central

Descripcién

| Sin compromiso de cérnea central

A.
B.
C

<50% compromiso limbar
>50% pero <100% compromiso limbar
100% compromiso limbar

Il Con compromiso de cérnea central

A.
B.

<50% compromiso limbar
>50% pero <100% de compromiso limbar

|l Compromiso total de la cornea
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Palme, C et al.,
2018%

Claros-Chacaltana,
FDY et al., 2017%

Benayoun, Y et al,
2013!

Sotozono, C et al,
2007%

Efron, N et al,

2001%

Frucht,
198477

J et al,

Caracteristicas de los
vasos sanguineos

Presencia de  vasos
sanguineos en cuadrantes

Caracteristicas e
interaccion de los vasos
sanguineos

Distribuciéon  centripeta
global de los vasos
sanguineos
Longitud de los vasos
sanguineos que penetran
el  cuadrante inferior
izquierdo
Longitud de los vasos
sanguineos

1. Vasos recientes activos

2. Vasos antiguos activos

3. Vasos en regresién parcial

4. Vasos maduros

5. Regresidn total o vasos fantasma

La escala de 0 a 3 (segun distribucion centripeta) se aplica
a cada cuadrante. Dando una puntuacion total méaxima
posible de 12 en cada ojo

1. Vasodilatacion perilimbica: dilatacién del plexo limbico
2. NV limbica: aumento del nimero de capilares del plexo
limbico

3. NV corneal: >5mm de limite visible de limbo

4. Vasoproliferacion corneana: ramificaciones y uniones
entre los neovasos

0 sin vascularizacion

1 vascularizacidon de cornea periférica

2 vascularizacién entre cornea periférica y margen pupilar
3 vascularizacion sobrepasa el margen pupilar

Escala de Efron (Anexo 1)

1 engrosamiento de vasos limbares
2 menor de Imm

3entre1.25y3 mm

4 mas de 3.25 mm

Entre las escalas semi-cuantitativas para la valoracion de la NV corneal, cabe destacar el
método de clasificacion planteado por Nathan Efron?®28 a finales de los afios 90 que, a dia de
hoy, continlda en uso. Se trata de una escala de graduacién desarrollada para evaluar la
severidad de complicaciones por el uso de lentes de contacto, en la que se observan 16
signos clinicos, dentro de los que se incluye la NV corneal. La escala costa de 5 grados
representados en ilustraciones (ver Anexo 1); siendo O normal y 4 compromiso severo.

Aungue inicialmente la escala fue disefiada para valorar las complicaciones relacionadas con
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el uso de lentes de contacto, dentro de las que se incluye la NV corneal, en la actualidad se

utiliza de forma habitual en la valoracion clinica de la NV corneal independiente de su causa.

En este contexto, podemos afirmar que realmente no hay un método cuantitativo
asociado a software libre y gratuito cuyo uso sea uniforme y esté correctamente validado,
para la evaluacion de la NV corneal y que permita hacer comparables los diagndsticos clinicos
realizados por diferentes profesionales ni los distintos resultados obtenidos por el uso de
diferentes tratamientos. Por ello, es necesario validar un método que, sin ser invasivo,
permita una aproximacion precisa, rapida, simple y accesible, para la evaluacién de la NV

corneal en la practica clinica diaria y en los ensayos clinicos.

Justificacion

Actualmente se emplean diferentes medidas cualitativas y cuantitativas de evaluacion de la
NV corneal. Sin embargo, no hay un método cientifico validado que facilite y homogenice el
seguimiento de la NV corneal ni en el contexto de la consulta clinica habitual ni en el contexto
de los ensayos clinicos; siendo estos ultimos parte fundamental de la investigacién y el
desarrollo. Ademas, se hace necesaria la estandarizacién de un método con el que se pueda
analizar no sélo la NV corneal general, sino también distinguir la NV corneal superficial (NVCs)
de la profunda, ya que aunque pueden coexistir, cada una es mas tipica de un grupo de
patologias diferentes. En concreto, la NVCs es la que aparece con mayor frecuencia en las
patologias de la superficie ocular y mas especificamente aln en la patologia derivada de la

deficiencia de células madre, patologia en la que nos centraremos en este trabajo.
La estandarizacion y validacion de un método de evaluacion de la NVCs permitird

comparar resultados de diferentes centros clinicos y evaluar de forma mds precisa y objetiva

los efectos de las distintas modalidades de tratamiento existentes contra la NV corneal.
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Hipdtesis

Es posible establecer un método estandarizado y validado para el andlisis de la NVCs, que
pueda ser utilizado por los profesionales sanitarios en su practica clinica diaria y en los
ensayos clinicos, de tal forma que dicho método sirva para evaluar la eficacia de las

diferentes medidas terapéuticas frente a este signo.

Objetivos

Objetivo general
El objetivo general es estandarizar y validar un método que, siendo simple, rapido y accesible,
sin perder precision, permita la evaluacién de la NVCs, en el abordaje inicial de cada paciente

y al evaluar los diferentes resultados terapéuticos.

Objetivos especificos
1. Estandarizar y validar un método de evaluacién de la NVCs de facil acceso en la
practica diaria.
1.1. Analizar la variabilidad de la medicién de un mismo observador en diferentes
tiempos, interpretando asi la repetibilidad del método propuesto.
1.1 Analizar la variabilidad de la medicion entre diferentes observadores,
evaluando con esto la reproducibilidad del método.
1.2 Analizar la similitud de este método de medida de la NVCs con uno de los
métodos mas utilizados actualmente, como es la escala de Efron
2. Establecer una clasificacion que permita indicar el grado de severidad de la NVCs en
cada paciente.
3. Comprobar que el método validado permite evaluar la eficacia de medidas

terapéuticas en la reduccion de la NVCs.
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Materiales y Métodos

Las fotografias que han formado parte de este trabajo pertenecen a pacientes
diagnosticados de SIL que participaron en el ensayo clinico “Terapias avanzadas para la
reconstruccion de la superficie ocular. Trasplante alogénico de células madre epiteliales
limbares (TACM-LE) frente a mesenquimales de médula ésea (TACMMO): ensayo clinico
randomizado y doble-enmascarado” (EudraCT 2010-023535-42, Clinical Trials.gov -
NCT01562002).! Este proyecto contd con la aprobacién de la Comision de Investigacion del
IOBA y del Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos (CEIm) del Area de Salud

Valladolid Este. (Ver Anexo 2).

Para validar el método de medida de la NVCs se utilizaron fotografias digitales (sujeto de
estudio) obtenidas, como se ha comentado, de pacientes diagnosticados de SIL, que
mostraron signos de NVCs y que fueron tratados con trasplante de células madre (bien de
epitelio limbar o bien mesenquimales de médula désea) cultivadas. Las fotografias fueron
tomadas previa y posteriormente a la realizacién del trasplante, en las visitas clinicas
correspondientes. Antes de los procedimientos indicados anteriormente, los pacientes
leyeron y firmaron el consentimiento informado, en el que se incluye un apartado de manejo
de fotografias donde el paciente autoriza la toma de éstas y su uso en publicaciones
cientificas y en actividades de divulgacion cientifica. Para la realizacién de este proyecto, las
imagenes han sido tratadas con un cédigo numérico, por lo que los evaluadores no conocen

la identidad del paciente, al considerarse irrelevante para las cuestiones a tratar.

Las fotografias fueron tomadas durante el examen con lampara de hendidura (Topcon SL-
87, Topcon Corp., Hasunuma-cho, Habasi-ku, Tokyo, Japan) conectada a una cdmara digital

(programa IMAGENet Fuji Fujifilm Finepix S1 Pro. Fuji Photo Film Co., LTD., Tokyo, Japan).

Para la validacion del método de evaluacion de la NVCs, se eligieron las fotografias de

mejor calidad, de posicidn anterior con visualizacion casi total o total del limbo. Segun la
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estimacién estadistica previa realizada, el tamafio muestral minimo para la validacion del
método debia de ser de, al menos, 12 imagenes. Para la evaluacién de la imagen se hizo uso
del programa de procesamiento digital /Image) 1.51j8 (64-bit Java 1.8.0_112— Wayne
Rasband National Institutes of Health - USA — disponible en https://imagej.nih.gov/ij/ -

dominio publico).

Para iniciar el andlisis de la imagen en el programa Image/ se definid como medida de
referencia un didmetro corneal temporo - nasal de 11,7 mm?° (figura 1 A), tras lo cual se
midié el drea total corneal (figura 1 B) en mm?. Posteriormente, se sefialé con un punto el
final de cada vaso sanguineo superficial (figura 1 C), considerando que un vaso es superficial
cuando presenta un claro trayecto continuo desde la conjuntiva hacia la cérnea y su
coloracion es rojo intenso. Seguidamente, se procedid a unir cada uno de estos puntos, lo
que resultd en un area central libre de vasos que, a su vez, se midié (figura 1 D). Conociendo
el drea total de la cornea, se calculd el area restante, que corresponde a la superficie
vascularizada (drea total de la cérnea — drea no vascularizada) y se expreso en términos de
porcentaje de NVCs siguiendo la formula:

Area corneal con NVCs (%) = (area vascularizada x 100%) / drea corneal total.

Se analizaron 40 imagenes diferentes, dos veces por el mismo observador (observador 1),
con diferencia de 1 semana entre ambas mediciones y una vez mas por un segundo
observador (observador 2). Estas mediciones fueron realizadas para llevar a cabo el analisis
estadistico para evaluar la repetibilidad y la reproducibilidad del nuevo método propuesto.

(Ver Anexo 3)

A continuacion, se compard la similitud del nuevo método de medida de la NVCs aqui
propuesto con la escala de Efron. Cada una de las 40 imagenes analizadas fueron evaluadas,
con respecto a la NVCs, utilizando la escala de Efron, evaluacién que se realizd durante la
revision clinica de los pacientes.' Cada una de las medidas tomadas en base a la escala de
Efron se correlaciond con cada una de las medidas realizadas por el observador 2 siguiendo

el método de medida a validar.
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Figura 1: Protocolo seguido para la medicion dela neovascularizacion corneal superficial (NVCs) utilizando el
programa de procesamiento digital Imagel 1.51j8 A: didmetro corneal temporo-nasal. B: medida del area
corneal total. C: marcaje digital del extremo final de cada vaso sanguineo superficial. D: medida del drea no

vascularizada.

Una vez realizadas las mediciones de area de NVCs se establecid una clasificaciéon (tabla
3) utilizando el nuevo método propuesto en este trabajo para la valoracion de la NVCs, con
rangos equidistantes, de 4 categorias; que fuera Util para asignar un grado de severidad de
la NVCs en cada paciente. Ademds, se buscé que esta nueva clasificacion incluyera el
compromiso o no de la region central de la cdrnea (area central de 5 mm de didmetro??); por

lo que a cada categoria se le asignd un signo de suma (+) si se observaba NVCs central.
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Tabla 3: Clasificacion del area de neovascularizacion corneal superficial (NVCs) medida por

el nuevo método propuesto y su correlacion con el grado de severidad.

AreaNVCs  Compromiso

(%) Corneal Clasificacion Severidad
Central
0-25 no 1 Leve

si 1+

25-50 no 2 Moderada
si 2+

50-75 no 3 Severa
Si 3+

75-100 no 4 Muy severa
si 4+

Finalmente, se analizd si el nuevo método propuesto permitia evaluar la eficacia de
medidas terapéuticas en la reduccién de la NV corneal. Para ello, se estudio si dicho método
era capaz de detectar el efecto terapéutico del trasplante de células madre cultivadas in vitro,
con respecto a la NVCs, en pacientes afectados por SIL, efecto previamente analizado por la
escala de Efron.*! Se midi6 el porcentaje de la NVCs antes y después del trasplante celular,
analizando las fotografias de cada paciente en tres tiempos distintos, antes de la cirugia del

trasplante, a los 6 meses y a los 12 meses después de la misma.

Para llevar a cabo este objetivo, se utilizaron fotografias con el mismo origen que se ha

detallado en el objetivo 1. (Ver Anexo 5)

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se contd con el apoyo de la Dra. Itziar Fernandez,
responsable de la Unidad de Estadistica del IOBA. El andlisis estadistico de los datos
obtenidos en el primer objetivo se realizd con el programa R version 3.5.3 (R core Team
2019), mientras que los datos obtenidos en el objetivo 3 se analizaron con el programa SPSS

version 23.0.0.0 (/1BM SPSS Statistics).
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Para el analisis estadistico realizado en los objetivos 1.1 y 1.2, en los que se tratd de
evaluar el acuerdo que existe entre mediciones consecutivas del mismo observador y entre
dos mediciones de dos observadores diferentes, se comprobd la hipdtesis de normalidad
utilizando el contraste de Shapiro-Wilk. Una vez comprobada dicha hipdtesis, se calculd el
coeficiente de variacién (CV) intra-sujeto. Dentro del estudio de repetibilidad vy
reproducibilidad se calculd el coeficiente de correlacién intraclase (CCl), utilizando la
interpretacion propuesta por los autores Portney & Watkins®° descrita en la tabla 4. Por otro
lado, se realizd el andlisis de Bland-Altman. Se evalud también el sesgo entre mediciones

utilizando el contraste t-Student para muestras pareadas.

Tabla 4: interpretacion del coeficiente de correlacion intraclase (CCl).

Valor del CCI Concordancia
20,9 Muy fuerte
0,70-0,89 Fuerte
0,50-0,69 Moderado
0,26-0,49 Bajo
<0,25 Pobre

En el caso del objetivo 1.3, se evalud el acuerdo entre dos escalas de medida de la NVCs
(porcentaje de area corneal con NVCs y escala de Efron). Para ello, se utilizé el coeficiente de
correlacion de Spearman vy el coeficiente de acuerdo “monotonic agreeement” (MA).
Ademas, se comprobd la correspondencia entre las dos escalas, calculando el porcentaje de
acuerdo y dos medidas de desacuerdo, la posicidn relativa (“Relative Position”, RP) y la

concentracion relativa (“Relative Concentration”, RC).

Para analizar los datos obtenidos en el tercer objetivo se aplicd un analisis de varianza
para medidas repetidas. Se realizé un andlisis con pruebas multivariantes, fijdndose en los
resultados obtenidos con el Test Traza de Pillai. Los valores obtenidos en el objetivo 3 estan

representados como la media de los valores obtenidos + el error estandar de la media.
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Resultados

A continuacidn, se realizd una comparacién descriptiva por rangos de porcentaje de NVCs,
de las tres mediciones realizadas en cada una de las imagenes analizadas. Se muestran
primero las dos mediciones del observador 1 (figura 2) y posteriormente las mediciones de

ambos observadores, (figura 3) usando aqui la primera medicién del observador 1.
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Figura 2: Comparacion de la distribucion de la muestra (n=40) por rangos de porcentaje de
neovascularizacion corneal superficial (NVCs), en las dos mediciones del primer observador
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Figura 3: Comparacion de la distribucion de la muestra (n=40) por rangos de porcentaje de

neovascularizacion corneal superficial (NVCs), en la primera medicion del observador 1y en la
medicién del observador 2.
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En términos generales se observé que la muestra inclufa diferentes grados de compromiso
de NVCs y, ademas, que las comparaciones entre medidas intra e interobservador, tenian

una distribucién similar a grandes rasgos.

Analisis de la repetibilidad y la reproducibilidad del método propuesto para medir la NVCs.
Para iniciar el analisis, tras comprobar la normalidad de la muestra, se retiré uno de los
valores que alteraba la misma (fotografia numero 6), siempre siguiendo criterios

estrictamente matematicos, por lo que la muestra se redujo a 39 fotografias (n=39).

El calculo realizado del CV intrasujeto, con respecto a la repetibilidad, permitié establecer
como resultado, que cuando la misma imagen es analizada por la misma persona, dicha
persona se puede desviar un 14,7% para dar el mismo valor otra vez. Con respecto a la
reproducibilidad, los datos indican que cuando una foto era analizada por diferentes
personas, la desviacién para volver a dar un mismo resultado cuando se evalta la misma foto

era del 22,3%.

Por otro lado, el CCl intraobservador (repetibilidad) fue de 0,9711 (IC95% 0,9458- 0,9847)
y entre observadores (reproducibilidad) de 0,9259 (IC 95% 0,864 - 0,9603), ambas medidas
superiores a 0,9, es decir, que la concordancia se puede clasificar como muy fuerte en ambos
casos. Con este analisis, se puede deducir que el acuerdo intra e interobservador es muy
fuerte. Ademas, el acuerdo entre dos mediciones de un mismo observador fue mayor que

entre dos observadores.

A continuacion, se utilizd el Andlisis de Bland-Altman, (figura 4) para evaluar el grado de
concordancia entre las dos medidas consecutivas tomadas por el mismo observador
(repetibilidad) y las medidas tomadas por dos observadores diferentes (reproducibilidad). En
este analisis se representa graficamente las diferencias entre las dos mediciones frente a su

media y los limites de acuerdo entre los que se encuentran.
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Como se puede observar en la figura 4, las diferencias entre observaciones consecutivas
del mismo observador y la media estan entre -13,02 y 16,24 unidades y las diferencias entre
observaciones realizadas por dos observadores distintos y la media entre -25,61 y 19,41
unidades. Por tanto, se puede concluir que las mediciones entre el mismo observador tienen
mayor similitud que las mediciones entre observadores, como era de esperar. Por otro lado,
el valor de la media interobservadores es negativo, lo que sugiere dos posibilidades: Ia
medicion del segundo observador sobreestima el porcentaje de NVCs o bien, la medicion del

primer observador lo subestima.

Por otro lado, a partir del analisis Bland-Altman, también se pudo observar que no habia
relacion entre el porcentaje de area corneal con NVCs y el error que se comete al realizar las
medidas, es decir, el error cometido en las mediciones es independiente de si la NVCs es

elevada o baja en las imdgenes analizadas.

Ademads, se utilizé el contraste t-Student y se comprobd que no habia sesgo sistematico
entre las mediciones consecutivas realizadas por el mismo observador ni entre las medidas

obtenidas por dos observadores diferentes.

Analisis de la similitud del nuevo método propuesto para la medida de la NCVs con la escala
de Efron.

Una vez validado el método, se procedid a evaluar el acuerdo que existe entre este método
de medida para la NVCs y la escala de Efron, siendo ésta una de las escalas mas utilizadas
actualmente para evaluar la NV corneal en ausencia de un método “gold standar” como
referencia. Para esta parte del analisis no se contaba con la valoracion en escala de Efron de

la fotografia 18, por lo que se elimind reduciendo la muestra a 38 fotografias (n=38).

Para demostrar si ambas escalas son intercambiables o no, se utilizd el coeficiente de
correlacion de Spearman vy el coeficiente de acuerdo MA, observando que en este caso los

valores de 0,7886 y 0,8549 respectivamente, son bastante proximos a 1y significativamente
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distintos de 0 (el IC 95% no contiene al 0, p<0,05), lo que quiere decir que hay una correlacion
fuerte linealmente positiva entre ambas escalas. Como se observa en la figura 5, los
intervalos son bastante definidos, salvo en el intervalo correspondiente al valor de Efron 2,

gue ocupa practicamente todo el rango de valores en la nueva escala.
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Figura 4: Andlisis de Bland-Altman. Se representa la media de las diferencias (4 ) y los limites de
acuerdo (LoAs) con sus respectivos intervalos de confianza (IC 95% LoA). A: diferencias entre la primera
(M1) y segunda (M2) medicién del observador 1. 4 :1,61 LoAs-13,02y 16,24. B: diferencias entre M1
del observador 1(Obs1) y la medicion del observador 2 (Obs2). 4 : -3,1 LoAs-25,61y 19,41
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A continuacién, para comprobar la correspondencia entre las dos escalas, se dividid la
escala cuantitativa, correspondiente al nuevo método propuesto, en una escala discreta
ordinal de 4 categorias. Se establecio esta nueva escala de dos formas posibles: considerando
intervalos equidistantes (escala 1) y considerando la transformacion que a la vista de los
datos seria la que mejor concordancia ofrece (escala 2). En la tabla 5 se resumen los

intervalos que se han considerado.
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Figura 5: Valores de neovascularizaciéon corneal superficial (NVCs) en términos de porcentaje con el nuevo
método propuesto (nueva escala), en relacién a la escala ordinal de Efron.

Tabla 5: Nuevas escalas ordinales a partir del porcentaje de neovascularizacién corneal

superficial (NVCs).

Efron Escala 1l Escala 2
1 [0-25] [0-30]
2 (25-50] (30-48]
3 (50-75] (48-91,4]
4 (75-100] (91,4-100]
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Al evaluar la correspondencia con los valores de RP y RC, se observd que ambas escalas
clasificaban de forma similar la misma imagen con respecto a la escala de Efron y que esta
Ultima se concentraba mas en valores centrales, como se logré observar previamente en la
figura 5. Adicionalmente, se observod que la escala 2 tuvo mayor porcentaje de acuerdo con

la escala de Efron, con un 73,68%, frente a un 60,53% de la escala 1.

Clasificacién para establecer el grado de severidad de la NVCs en cada paciente.

Con la nueva clasificacién establecida, a partir del nuevo método propuesto (tabla 3), se
describe la muestra (n=38) en la figura 6 y, en contraste, se presenta la descripcion
correspondiente de la misma muestra con la escala de Efron, observandose, una vez mas, la

gran concentracién en el valor 2 de dicha escala.

Nueva Escala de
2 63% Clasificacién 7,89% Efron
18,42% 1 -
1+ 2
2 =3
2+ 4
=3
3+
13,16% 5,26% 4
4+

2,63%

Figura 6. Descripcion de la muestra (n=38) segun la distribucién en la nueva clasificacion propuesta en
contraste con la Escala de Efron.

Comprobacién de que el método validado permite evaluar la eficacia de medidas terapéuticas
en la reduccién de la NVCs

Se analizé la NVCs, utilizando el nuevo método propuesto en este trabajo, en pacientes
afectados por SIL y tratados con un trasplante de células madre (n=20). La NVCs se analizo
en los diferentes individuos antes del trasplante (visita 1) y después de 6y 12 meses (visitas

2y 3, respectivamente) de la realizacion del mismo.
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La media del porcentaje de NVCs para la visita 1 fue de 42,99 + 7,06%, para la visita 2
de 35,42 + 7,19% v para la visita 3 de 38,36 + 6,57%. (figura 7). Las diferencias de las
medidas de la NVCs en funcién del tiempo se quedan al borde de la significacién, por lo
que no se vio una evolucion estadisticamente significativa de estos pacientes, con

respecto a la NVCs, a lo largo del tiempo.
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Figura 7: Medias estimadas de la neovascularizacién corneal superficial
(NVCs) en las 3 visitas.

Ademas, se procedio a evaluar las diferencias entre la visita 1y 2 y entre la visita 1y 3,
como se observa en las figuras 8 y 9 respectivamente. En el primer caso, se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de area de NVCs, con la
disminucion de la misma (p-valor=0,026); contrario a esto no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre la visita 1 y la 3 (p-valor=0,263).

Posteriormente, se analizd si la evolucion de los pacientes en el tiempo, con respecto
a la NVCs, y que habia sido previamente medida utilizando la escala de Efron, se podia
detectar de forma similar con el nuevo método de medida de la NVCs propuesto en este
trabajo. Para ello, se dividié a los 20 pacientes en 2 grupos segun su evolucién con
respecto a la NVCs, medida con escala de Efron: 1) grupo 1: pacientes que presentaron

mejoria, definiendo mejoria como disminucién de la NVCs medida con la escala de Efron
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y 2) grupo 2: pacientes que no mejoraron o que incluso empeoraron segun la misma.
Haciendo esta distincion, se establecieron los efectos (positivos, negativos o nulos) del
tratamiento en los pacientes, que fueron visibles por medio de la evaluacion con la escala
de Efron. Una vez se hizo esta diferenciacion, se comprobd si la evolucion de la NVCs de
los pacientes, medida con la escala de Efron, coincidia con la evolucién de los pacientes

cuando ésta se media con el nuevo método propuesto.
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Figura 8: Medias estimadas de la neovascularizacién corneal superficial
(NVCs) en la visita 1y 2.
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Figura 9: Medias estimadas de la neovascularizacién corneal superficial
(NVCs) en la visita 1y 3.
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En primer lugar, se analizd la evolucion tenida en cuenta entre la visita 1y la visita 3.
Tras la realizacion del andlisis estadistico, no se observan diferencias significativas entre

los grupos con respecto a su evolucién en los 3 distintos momentos (figura 10).

Llama la atencién el comportamiento de los pacientes al hacer distincion de los grupos.
El grupo 2 tenia un mayor compromiso inicial con respecto al grupo 1. Ademas, en el grupo
2 hubo una reduccién escasa en el area de NVCs en la visita 2, viéndose posteriormente
un aumento marcado que superaba incluso el compromiso previo, en contraste, en el
grupo 1 se vio una reduccion mucho mayor e inmediata en la visita 2, que se mantuvo

estable hasta la visita 3.
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Figura 10: Medias estimadas de la neovascularizacion corneal superficial (NVCs) en las tres visitas,
diferenciadas por grupos segun evolucion. Grupo 1: mejora, Grupo 2: no mejora o empeora.

A continuacion, se analizé la evolucidon de los pacientes considerando la visita 1y la visita

2 vy se realizd el andlisis estadistico evaluando solo estos dos tiempos. No se observaron
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diferencias estadisticamente significativas de la NVCs en ninguno de los dos grupos en

relacion a los dos momentos evaluados (figura 11).
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Figura 11: Medias de la neovascularizacion corneal superficial (NVCs) en la visita inicial y a los 6 meses
posterior a la intervencion (visita 1y 2 respectivamente), diferenciadas por grupos segun evolucion.
Grupo 1: mejora, Grupo 2: no mejora o empeora.

Una vez mas, se analizd la muestra considerando ahora las valoraciones de las visitas 1y
3; evaluando solo estos dos tiempos. En esta ocasion, las diferencias de la NVCs entre los
distintos grupos con respecto a los dos momentos evaluados, se quedaron al borde de la
significacion, observandose disminucion de la NVCs en el grupo 1, en contraste con el
aumento de la misma en el grupo 2 (figura 12); es decir, se observd la misma tendencia con

la escala de Efron que cuando se utilizd el nuevo método de medida de la NVCs.

Por ultimo, se analizd la evolucion de los pacientes considerando las valoraciones de la
visita 2 y la visita 3 y evaluando Unicamente estos dos tiempos. Tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas de la medida de la NVCs entre los grupos de la

visita 2 a la 3 (figura 13).
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Figura 12: Medias estimadas de la neovascularizacién corneal superficial (NVCs) en la visita inicial y a
los 12 meses posterior a la intervencion (visita 1y 3 respectivamente), diferenciadas por grupos segun
evolucién. Grupo 1: mejora, Grupo 2: no mejora o empeora.
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Figura 13: Medias estimadas de la neovascularizacion corneal superficial (NVCs) en la visita a los 6y
12 meses posteriores a la intervencion (visita 2 y 3 respectivamente), diferenciadas por grupos seguin
evolucién. Grupo 1: mejora, Grupo 2: no mejora o empeora.
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Con estos resultados, en términos generales, las diferencias en la NVCs observadas por la
escala de Efron, no tienen significancia estadistica al ser medidas con el nuevo método
propuesto, aunque al comparar la visita 1 con la visita 3, las diferencias quedan cerca de la

significacion.

Discusion

La NV corneal es una complicacién de la mayoria de las enfermedades inflamatorias del
segmento anterior del ojo. Es un signo frecuente de mal prondstico y llega a afectar de
manera significativa la calidad de vida de quienes la sufren,® estando asociada a las
principales causas de ceguera corneal. Para su evaluacion se han descrito gran variedad de
métodos cualitativos y cuantitativos, semi-automatizados y automatizados, sin embargo,
ninguno ha sido estandarizado, por lo que la valoracion de este signo en la practica clinicay

en el dmbito de la investigacion es bastante heterogénea.

El objetivo de estandarizar un método de cuantificacién de la NV corneal, concretamente
de la NVCs, parte de la necesidad de uniformidad en la valoracion durante el seguimiento de
la patologia, para intercambiar informacion en la practica clinica diaria cuando un paciente
es valorado por mas de un profesional sanitario y, en el ambito cientifico, cuando se desean
comparar los distintos resultados de ensayos clinicos, siendo un area que esta en constante

investigacion y desarrollo.

Con este trabajo se plantea un método pensado para ser simple, rapido, accesible y
preciso. Este es un método cuantitativo lo que supone una ventaja en precision sobre los que
no lo son.>?42> Ademéds, solo requiere de una imagen fotografica tomada durante el examen
con ldmpara de hendidura y un ordenador con un programa informatico para analisis de
imagen de acceso libre y gratuito como lo es ImageJ. De esta manera se evitan el uso de
técnicas mas complejas propuestas en otros trabajos como la angiografia por tomografia de
coherencia dptica®® y angiografia fluorescencia con verde de indocianina® y de programas

dependientes de especificaciones en los equipos o que requieren licencia para su uso;!’ los
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cuales no estan disponibles en todos los centros médicos, brindandole accesibilidad a la
mayor parte de profesionales sanitarios, lo que apoya el deseo de uso global. Ademas, usa
un apoyo informatico que es sencillo, consistiendo en una Unica barra de herramientas
usando solo 4 de ellas. Esto hace que el tiempo del andlisis sea corto por lo que su uso

durante la consulta, es posible.

Al determinar los pardmetros de la medicion, se considerd que calcular el area total de
cornea comprometida brinda informacion clinica relevante en el momento de evaluar la
NVCs. Formas contempladas previamente reportadas en la bibliografia, como marcar los
limites de cada vaso sanguineo, medir su calibre o su longitud,’>?%?! son maneras
complicadas si se hacen manualmente y que requieren mas tiempo, lo que no es oportuno
al abordar a un paciente en la consulta clinica diaria y que en términos practicos no supone
ventajas. Ahora bien, la idea de usar un programa informatico apoya la necesidad de
precision y rapidez, pero en este caso, se utiliza el criterio del observador, siendo éste el que
decide al marcar y seleccionar manualmente el drea a medir, lo que le permite en caso de
dudas apoyarse de la evaluacién hecha bajo la ldmpara de hendidura. Esto no ocurre cuando
se usan métodos automatizados o semi-automatizados que pueden subestimar el
compromiso ya que cuentan pixel a pixel discriminando area entre vasos y al no definir
adecuadamente areas de la fotografia que tengan artefactos como reflejos luminicos, o
aquellos pacientes que tienen opacidades corneales que le quitan claridad a los vasos
sanguineos; y que por otro lado a pesar de ser automatizados, seglin lo reportado en la

literatura, en algunos casos consumen mds tiempo del deseado.*®

A la luz de los resultados, con el método propuesto se obtuvo un muy fuerte acuerdo
entre las mediciones de un mismo observador y las de dos observadores distintos, por lo que

se comprueba la validez del método al ser repetible y reproducible.

Ademas, como era de esperar, el acuerdo entre dos mediciones de un mismo observador

fue mayor que entre dos observadores. Sin embargo, se ha visto que cuando una misma foto
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es evaluada por una misma persona, es posible que dicho observador se desvie
aproximadamente un 15% para dar otra vez el mismo valor. Este porcentaje aumento al 22%
cuando la evaluacién de la misma imagen se realiza entre dos observadores diferentes. Estos
dos hallazgos pueden deberse principalmente a limitaciones presentes con respecto a la
calidad de cada foto y a las diferencias a la hora de definir vascularizacion superficial y
profunda en las distintas mediciones. Esta claro que la fotografia es una imagen en 2
dimensiones, por lo que se pierde la posibilidad de evaluar a ciencia cierta la profundidad de
los vasos sanguineos, lo que en la consulta clinica, haciendo la valoracién de la imagen
utilizando la ldmpara de hendidura, no representa un problema, pudiendo diferenciarse bien

entre NV corneal profunda versus NVCs.

Se puede afirmar, que existe un buen acuerdo entre este método y la escala de Efron,
siendo intercambiables y teniendo correspondencia; sin embargo, se debe tener presente
gue la escala de Efron tiende a concentrarse en valores centrales al observar lo ocurrido con
la categoria 2, perdiendo aun mas precision, problema que no se presenta con este nuevo

método siendo cuantitativo.

Por otro lado, con la clasificacion que se propone, se da otro enfoque a la informacién
recibida ayudando al personal sanitario cuando se quiera definir un nivel de severidad;
dandole mds objetividad a una clasificacion cualitativa, al partir de un dato objetivo como el
porcentaje de NVCs, lo que puede ser Util tanto en la practica clinica diaria como en el
contexto de la investigacién clinica. Ademads, en este punto se debe considerar el
compromiso de la cornea central por su directa relacién con el prondstico visual del paciente,
por lo que en la clasificacion propuesta esta incluido. Y asi, se define como cdrnea central la

|H

medida de 5 mm de didmetro propuesta en el “Global Consensus on Definition, Classification,
Diagnosis, and Staging of Limbal Stem Cell Deficiency”*’publicado recientemente en la
revista “Cornea”. Sin embargo, el tomar esta medida aumenta el tiempo de la valoracion,
siendo éste un factor limitante. A este respecto, algunos autores sugieren la opcion de

delimitar la cdrnea central como la zona correspondiente al margen pupilar,® dejando atrés
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la necesidad de realizar una medida adicional, sin aumentar el tiempo de duracién del
analisis, pero entraria en consideracion el establecer el estado pupilar al momento de la toma
de la fotografia para evitar diferencias propias al encontrar pacientes en midriasis o miosis.

Estos son futuros aspectos a estudiar con mayor profundidad.

Prosiguiendo, se observé que cuando se analizaba estadisticamente la evolucién de la
NVCs en los pacientes afectados con SIL que fueron tratados y seguidos a lo largo de un afio,
si habia diferencias significativas cuando se utilizaba el nuevo método propuesto, entre la
visita inicial y los 6 meses inmediatos a la intervencién terapéutica. Por el contrario, esta
diferencia no fue significativa entre la visita inicial y el desenlace final a los 12 meses de
seguimiento. Esto parece sugerir que en los pacientes de la muestra que utilizamos, los
cambios de mayor magnitud a causa del tratamiento se dan en los primeros seis meses
después del trasplante de células madres. Ademas, se ha visto que, en términos generales,
las diferencias en la NVCs observadas por la escala de Efron, no tienen significancia
estadistica al ser medidas con el nuevo método propuesto, salvo al evaluar las diferencias
entre la primera y la ultima visita, donde se observa la misma tendencia con la escala de
Efron que cuando utilizamos el nuevo método de medida de la NVCs, aunque estas se
gueden al borde de la significacion. Estos hallazgos no deberian ser una limitacién para
utilizar el nuevo método propuesto en lugar de la escala de Efron, ya que el nuevo método
permite realizar medidas cuantitativas en una escala continua y medir de forma mucho mas

precisa la NVCs que cuando se utiliza la escala de Efron.

Limitaciones del trabajo

Un factor limitante de este trabajo fue que algunas de las fotografias con las que se contaban,
no tenian las caracteristicas mas adecuadas, por problemas de resoluciéon, no visualizacion
del limbo en su totalidad por superposicion de parpados y pestafias, iluminacién inadecuada
y reflejos luminosos muy grandes. Para reducir este problema. En futuras lineas de trabajoy
en la practica clinica, es necesario estandarizar la toma de dichas fotografias; para reducir las

variables externas en cada foto que afecten la precision de la medicion y para reducir la
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duracion del andlisis, puesto que estas fotografias suponen aun mas esfuerzo a la hora de

definir las dreas a marcar.

Otra de las limitaciones del trabajo se observo al intentar diferenciar la vascularizacién
superficial de la profunda, ya que requiere de la aplicacion de un criterio subjetivo, lo que
aumenta la variabilidad de las mediciones. Para lineas futuras, se podria minimizar las
diferencias a la hora de definir NVCs y profunda en las distintas mediciones teniendo un
entrenamiento previo dirigido por profesionales expertos en el drea, que puedan identificar
en las fotografias caracteristicas que ayuden a clasificar dichos vasos en los que se generan
dudas. Asi quiza seria mas factible, mejorar la reproducibilidad del método. En este sentido
incluso seria interesante el planteamiento realizado en su momento por Nathan Efron.?® Este
autor sugirié la creacion de una ayuda audiovisual, haciendo la funcién de un programa de
tutoria, en la que se ayuden a identificar estas diferencias, y que sea de libre acceso para
aquel personal sanitario que no cuente con un tutor experto. Hay que tener en cuenta que
cuando se estd observando la cornea en la ldmpara de hendidura, no soélo se hace en 3
dimensiones, sino que ademas se tiene la funcion “hendidura”, que permite localizar la
profundidad de cualquier lesién, con lo cual la diferenciacién entre un vaso profundo y uno
superficial no suele plantear problemas. Quiza contando con esta informacién adicional en
cada fotografia se logre determinar algun factor diferencial en la fotografia que oriente sobre
la profundidad de los vasos. No obstante, no deberia sacarse de consideracion, la valoracion
NV corneal general, en conjunto, superficial y profunda, con el fin de mejorar la repetibilidad

y la reproducibilidad del método.

Por ultimo, una importante limitacién a tener en cuenta para el tercer objetivo ha sido el
gue la muestra analizada en este trabajo es una serie de casos relativamente pequefia, por
lo que para llegar a proponer afirmaciones concretas es necesario una muestra
sensiblemente mayor. Estas cuestiones se deben desarrollar en lineas futuras, ya que la
medida precisa de la NV corneal tiene gran relevancia en la practica clinica y, sobre todo, en

el contexto de ensayos clinicos donde este parametro sea el signo clinico que se quiere
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disminuir o eliminar, ayudando en la toma de decisiones sobre terapias, monitorizacién de

la evolucion y objetivar un prondstico a largo plazo.

Conclusiones

1. El método propuesto para evaluar el area de NVCs es simple, rapido, preciso y
accesible para la mayoria de los profesionales sanitarios.

2. El método propuesto es repetible y reproducible, por lo que es vdlido como
metodologia a estandarizar para cuantificar la NV corneal.

3.  Un dato objetivo como es el porcentaje de area de NVCs, obtenido con este método,
se puede clasificar por grados de severidad, reduciendo asi la subjetividad en dichas
clasificaciones.

4. El método tiene ventajas de precision sobre la escala de Efron y sobre otras escalas
cualitativas que han sido usadas para la valoracién de la NVCs en la practica clinica.

5. Trabajando en las limitaciones observadas, este nuevo método de evaluacién de NV
corneal representa una herramienta Util en la practica clinica diaria y en las lineas de
investigacion, para evaluar la eficacia de las distintas terapias ya existentes y las que

se encuentran en desarrollo.
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Anexo 1

QUT Digital Repository:

http;;//eprints.qut.edu.au QUT

Efron, Nathan (2000) Efron Grading Scales for Contact Lens Complications
(Millennium Edition), Butterworth-Heinemann.

© Copyright 2000 Nathan Efron/Butterworth-Heinemann

The Efron Grading Scales provide a standard clinical reference for describing the
seventy of contact lens complications. Professor Nathan Efron, international
lecturer 1n the field of the ocular response to contact lens wear and author of over
300 scientific works, developed the unique scales. They provide practitioners with
a simple method of ocular condition grading, against which any future tissue
change mav be assessed and therefore enabling choices as to the best course of
action. The 16 sets of grading images cover the key anterior ocular complications
of contact lens wear. The conditions are illustrated in five stages of increasing
severity from 0 to 4, with ‘traffic light' colour banding from green (normal) to red
(severe) - providing a simple and convenient aid for the optical professional.
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Efron Grading Scales for Contact Lens Complications
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Supplement to the book Contact Lens Complications, 2nd edition by Nathan Efron
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Efron Grading Scales for Contact Lens Complications
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Anexo 3

Area de NVCs (%)

Observado 1 | Observador 1
Imagen : . Observador 2
ler tiempo 2do tiempo

__________ 1o Tee e T3
__________ 2 | 1805 3135) 1870
__________ 3 o ..Lseny 3468y 9026
__________ 4 |58 8385 . 8601
__________ S 8L 8T72) 92,88
__________ 6 34895969 . 8569
__________ 7932 9000y 8331
.......... 8 .96 204 9412
.......... 9 o Anrs 598 %28
10 31,201 ... 40,53 | 48,60
S IS 5145 66,92 ... 64,27
12 5354, na 23 R 69,15
B a7 7 25,45
SR, SO ISR “4,23 3468 33,95
SR NN IS 173 1502 34,96
e 1057 ... 744) 40,79
U7 AU IS 6391 ... 55978 64,19
A8 41,001 .. 2548 42,11
SO IS 98,19 ] 9838 .. 100,00
......... 20 0202 L8e) 2166
_________ 21 T2 TR TS,
| 22 ZE_,QS 34,42 i 33,13
|23 45,69 43,56 | 41,68
|24 14,78 19,05 | 22,68
| 25 | 1004 1402 13,47
2 | e413 6375|6650
27 20,77 22,12 | 25,81
28 19,24 3,64 10,87
|29 62,62 62,17 69,14
| 30 69,19 66,61 69,89
| 31 63,37 62,38 66,93
32 76,75| 6301|  5825|
|33 | a9 2871] 43,90
| 34 20,92 34,87 44,01
|35 4,06 4,51 7,58
| 36 86,17 87,36 89,33
| 37 97,33 94,46 91,33
38 24,31 17,03] 3161
_________ 39 | 207 1492|960
40 98,94 96,96 91,41
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Anexo 4

Evaluacion por el nuevo método propuesto y

por Escala de Efron

Imagen | Areade NVCs (%) Escala de Efron
......... LSS I /2= N - SR
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_________ 3 o |5026) 2
......... 4 |80 3
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......... 7|83 3
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S R 4860 3
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2 6915) 3
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________ 23 |Auesl 2
........ 24 |n2esl
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________ 28 ...y 2
________ 29 |94l 2
........ 30 |98 3
________ 31 8883 3
________ 32 |o.....5825( 3.
........ 33 o |ms0f 2
________ 34 Aoty 2
________ 35 S8 2
........ 36 |83 3
| 37 91,33 3
38 31,61 2
39 | 9,60 2

40 91,41 4
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Anexo 5

Seguimiento en el tiempo por Escala de Efron y por el nuevo método propuesto
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