[ )
. - Feyioba
Universidad deValladolid Instituto Universitario de

Oftalmobiologia Aplicada

INSTITUTO UNIVERSITARIO DE OFTALMOBIOLOGIA APLICADA

TESIS DOCTORAL:

CAMBIOS EN LA FISIOLOGIA Y MORFOLOGIA CORNEAL
INDUCIDOS POR EL PORTE DE LENTES DE CONTACTO

PHYSIOLOGYCAL AND MORPHOLOGYCAL CHANGES IN THE
CORNEA INDUCED BY CONTACT LENS WEAR

Presentada por ANA MARIA DEL RiO SAN CRISTOBAL para

optar al grado de doctora por la Universidad de Valladolid

Dirigida por:
Dr. Raul Martin Herranz

Dr. Miguel José Maldonado Lopez






Universidad deValladolid Impreso 2T

AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE TESIS

(Art. 2.1. ¢ de la Normativa para la presentacién y defensa de la Tesis Doctoral en la UVa)

D. RAUL MARTIN HERRANZ, con D.N.I. n°® 50447910-D, investigador del Instituto
Universitario de Oftalmobiologia Aplicada de la Universidad de Valladolid (IOBA) y
profesor contratado doctor del Departamento de Fisica Tedrica, Atémica y Optica, y
D. MIGUEL JOSE MALDONADO LOPEZ, con D.N.l. no 25149971-T, investigador
del Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada de la Universidad de Valladolid
(IOBA) 'y profesor titular del Departamento de Cirugia, Oftalmologia,
Otorrinolaringologia y Fisioterapia, como Directores de la Tesis Doctoral titulada
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes
de contacto”, presentada por Dha. Ana Maria del Rio San Cristébal, alumna del
programa de Doctorado en Ciencias de la Vision impartido por el IOBA,

Autorizan la presentacién de la misma, considerando que es APTA para su defensa.

Valladolid, 10 de junio de 2014

Los Directores de la Tesis,

Fdo.: Dr. Raul Martin Herranz Fdo.: Dr. Miguel José Maldonado Lépez

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION DE DOCTORADO






CERTIFICADO DE ESTANCIA EN UNA INSTITUCION EXTRANJERA
CERTIFICATE OF STAY IN A FOREIGN INSTITUTION

1. Becario/ Applicant:

Nombre y apellidos/ Name: Ana del Rio San Cristobel

D.N.I/ National ldentlty Card: 71156036Q

Centro de ap||ca0|on de la beca/ Home InstrtUCIon I0BA - Universidad de Valladolid

2. Centro en el que se ha realizado la estancia/ Host institution:

Nombre/ Name: Department of Vision Sciences - Glasgow Caledonian Umversuty

D|reCC|on/ Adress Cowcaddens Road, Glasgow G4 OBA

Loca||dad/ Country Scotland UK

3. |nvest|gador responsable en el centro de la estancia/ Responsable person in the Host

InstltUCIon/ Institution: Department of Vision Sciences - Glasgow Caledonian University

Nombre/ Name: Niall Strang

Cargo/ Post: Subject Lead

CERTIFICO:
que el becario arriba mencionado ha realizado una estancia en este centro en las siguientes fechas:
desde / / hasta / _/

THIS IS TO CERTIFY:
that the above mentioned person has performed a stay in this Institution in the following dates:
From:16 09 2013 To: 15 12 /2013

Lugary fecha: Glasgow December 15, 2013
City and date:

Firma y Sello/ Signature & Stamp
W/ % : GlasgowCaledonian
! University

School of Health & Life Sclences

m Ayudas FPI de la UVa - Certificado de estancia






A mi familia.






“Un viaje de mil lequas empieza con un sélo paso”

Confucio

“Si tienes un problema que no tiene solucion, ¢por
qué te preocupas? Y si tiene solucion, ;por qué te

preocupas?”’

Proverbio

“Pues aunque el resplandor que en otro tiempo fue
tan brillante hoy esté por siempre oculto a mis
miradas, aunque nada pueda hacer volver la hora del
esplendor en la hierba, de la gloria en las flores, no
debemos afligirnos, pues encontraremos fuerza en el
recuerdo, en aquella primera simpatia que, habiendo

sido una vez, habra de ser por siempre....”

William Wordsworth
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ESTRUCTURA DE LA
TESIS DOCTORAL

Este trabajo de tesis opta a la Mencidén Internacional en el Titulo de
Doctor. Su organizacion se ajusta a lo requerido por la Comision de Doctorado
de la Universidad de Valladolid, por lo que la memoria incluye un resumen del
trabajo en inglés, ademas de aportar un certificado de la estancia de tres
meses de duracion realizada en la Vision Sciences unit del Department of Life
Sciences de la Glasgow Caledonian University, en Glasgow, Reino Unido.

La tesis aborda los cambios producidos en la fisiologia (cambios en
la permeabilidad del epitelio y el endotelio corneal) y morfologia (cambios en el
espesor corneal) de la cornea inducidos por el porte de lentes de contacto
hidrofilicas (LCH). El trabajo se ha estructurado en cinco capitulos (figura 1):

e Capitulo 1: Introduccion. Se justifica la motivacion del trabajo.

Se presentan la hipotesis planteada y los objetivos perseguidos.

e Capitulo 2: Estado actual del tema. Se introducen los
conceptos basicos necesarios para entender el planteamiento,
desarrollo y resultados de los estudios presentados en esta tesis:
anatomia y fisiologia de la cornea, técnicas de evaluacion corneal,

interaccion entre lentes de contacto y cornea (edema corneal).

e Capitulo 3: Bioimpedancia corneal. Se detallan los
conceptos minimos necesarios para entender las bases de la

técnica de medida de la bioimpedancia corneal, una técnica capaz
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de proporcionar la medida de la permeabilidad de las distintas

capas de la cérnea de manera no invasiva e in vivo.

Se desarrolla el “Estudio I: Permeabilidad epitelial en modelo
animal’, donde se midieron los cambios secundarios a la hipoxia
inducida por el porte de LCH en la permeabilidad epitelial en
conejos y el “Estudio Il: Permeabilidad epitelial y endotelial.
Prueba de concepto en humanos”, donde se midieron los
cambios secundarios a la hipoxia inducida por el porte de LCH de
distinto Dk/t en la permeabilidad epitelial y endotelial en humanos.

El principal objetivo de estos estudios fue la evaluacion de la
seguridad y eficacia de esta técnica para su futura aplicacion en la

practica clinica.

e Capitulo 4: Asimetria del espesor corneal. Se exponen las
diferencias anatomicas entre el centro y la periferia de la cornea,

poniendo especial atencion en el espesor corneal.

Se desarrolla el “Estudio Ill: Asimetria del espesor corneal y porte
de LC a corto plazo”, donde se evaluo el edema inducido por el
porte durante 40 minutos de LCH de distinto Dk/t y su distribucion
en el centro corneal y a lo largo de su meridiano horizontal.
También se desarrolla el “Estudio IV: Asimetria del espesor
corneal y porte de LC a medio plazo”, donde se evalud el edema
inducido por el porte durante una semana de LCH de distinto Dk/t

y su distribucién en el centro y el meridiano horizontal corneal.

El principal objetivo de estos estudios fue el de estudiar si el
edema se distribuye de manera uniforme entre el centro y la

periferia corneal o se acentua mas en una u otra zona.

Se presenta una recapitulacion de
los resultados alcanzados en esta tesis y su relevancia clinica,

futuras direcciones y conclusiones.
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ENGLISH SUMMARY

1. MOTIVATION AND ORGANIZATION

1.1. MOTIVATION

It is well known that corneal morphology and physiology are altered
by the use of contact lenses (CL). The impact of CL wear on the ocular surface
is a subject that has been studied intensively by clinicians and researchers.

At a morphological level, one of the most studied changes induced
by CL wear is the increase in the thickness of the cornea, known as corneal
oedema. The degree of oedema is classically determined by calculating the
percentage of change in corneal thickness after using CL, and is accepted as a
parameter to assess its impact on the cornea and determine the safety of CL
use.

In the clinical practice, the measurement of the corneal oedema is
usually obtained from the central location of the cornea, which means that the
effect of the CL wear on the peripheral thickness is less understood. It has
recently been postulated that any corneal oedema induced by hydrophilic CL
(HCL) wear is evenly distributed between the centre and the periphery of the
cornea." However, this is a controversial point since different studies have
presented various hypotheses relating to the regional distribution of oedema
(e.g. across different corneal regions), as will be described below.

Furthermore, the progression of corneal thickening from the centre to
the periphery and the pachymetric differences (asymmetry) between the nasal
and the temporal periphery have rarely been taken into account in previous
studies that aimed to evaluate the corneal oedema after CL use. One of the
objectives of this thesis is to assess and quantify the impact of HCL wear on
corneal thickness not only in terms of the percentage of change (oedema), but
also by studying the behavior of the asymmetry at different points of the corneal
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topography. This study would provide new knowledge that could help elucidate
the mechanisms of corneal oedema induced by the use of CL.

At a physiological level, it is accepted that the cornea swells when
the mechanisms that maintains the level of corneal dehydration fails, resulting
in an increase in corneal thickness and consequently loss of transparency.? The
responsibility for maintaining this level of dehydration falls on the corneal
endothelium, which has an active (metabolic) as well as a passive (barrier)
function. The primary aim of these functions is to maintain the balance between
the fluids on both sides of the cornea — anterior chamber boundary. Disruptions
of the endothelial function may lead to an imbalance in fluid exchange and a
consequent thickening of the cornea occurs.

There is only one technique currently available for the direct
assessment of the barrier function of the corneal endothelium in humans in
vivo, namely fluorophotometry. It basically consists on the instillation of
fluorescein anteriorly and posterior measurement of the amount of fluorescein
in cornea and anterior chamber by non-invasive optical methods. This
technique has a number of disadvantages that will be detailed below, which
make it an unreliable and not popular technique. Nevertheless, it remains being
the only available tool to evaluate not only the barrier function of the corneal
endothelium but also the barrier function of the corneal epithelium in humans in
Vivo.

It seems reasonable to look for new technologies to quantitatively
determine the status of the barrier function of the corneal endothelium and
epithelium, which can be applied not only to the evaluation of CL users but also
to study different endothelial abnormalities such as dystrophies, evaluate the
suitability of donated corneas for transplantation or monitoring of patients
undergoing any type of surgery likely to cause corneal oedema.

A different approach for the quantification of the barrier function of
these layers is by the study of the passive electrical properties of the cornea.’
Unfortunately, the investigations conducted to date in this area cannot be
transferred to the clinical practice in humans due to the invasive nature of the
method. However, a new technique, corneal bioimpedance, has recently been
proposed. This method, which is based on the passive electrical properties of
the cornea, can be used to determine the permeability of the corneal epithelium
and endothelium non-invasively in vivo in animal models. One objective of this
thesis was to evaluate the ability of this method to detect changes induced by
the use of HCL in an animal model in vivo, and the safety and efficacy of the
technique in a human model in vivo. The application of this new tool to the
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study of the epithelial and endothelial barrier function in humans in vivo would
enhance the understanding of the physiological mechanisms that produce
corneal oedema as a response to hypoxia induced by the use of HCL.

In summary, in this thesis HCL-induced corneal oedema will be
studied using two different approaches: (1) the classic approach with a focus on
morphological changes of the cornea (analyzing regional differences in corneal
oedema, with the aim to clarify the controversy relating to the distribution of the
oedema between centre and periphery); and (2) a novel and innovative
approach with a focus on the physiology of the cornea (using the corneal
bioimpedance technique to evaluate changes in corneal permeability after HCL
wear and determining its safety in humans).

1.2. ORGANIZATION

This Doctoral thesis applies for the International-awarded Doctorate
Degree. It has been organized under the regulations of the International
Doctorate Committee of the University of Valladolid, including a general
summary in English and providing a certificate of stay of three months length at
the Vision Sciences unit of the Department of Life Sciences at Glasgow
Caledonian University in Glasgow, UK.

This summary is structured as follows:

® Chapter 1: Organization. The structure of the English summary is
presented.

® Chapter 2: Background. Overview of the relevant characteristics
of the corneal morphology and physiology, corneal evaluation
techniques and corneal oedema induced by CL wear.

® Chapter 3: Corneal bioimpedance. Basic concepts to understand
the workings of this technique, which is able to measure the
permeability of the corneal layers in a non-invasive way and in
vivo, are presented. Two different studies are summarized
regarding the use of corneal bioimpedance (1) “Study of the
corneal epithelial permeability in a contact lens animal model”
and (2) “Study of the corneal epithelial and endothelial
permeability in a contact lens human model”. The main purpose
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of these studies was to evaluate the safety and efficacy of this
tool for its future application in the clinical practice.

® Chapter 4: Corneal asymmetry. The anatomical differences
between the centre and the periphery of the cornea, with special
attention to the corneal thickness differences, are presented.
Two different studies are presented: (1) “Study of the corneal
thickness asymmetry in a short-period of time contact lens wear
model” and (2) “Study of the corneal thickness asymmetlry in a
medium-period of time contact lens wear model”. The main
purpose of these studies was to evaluate the topographical
(regional) distribution of corneal oedema induced after HCL
wear, and to study if it is evenly distributed between the centre
and the periphery or if there is a zone with a greater oedema.

® Chapter 5: Synthesis. A summary of the results achieved in this
thesis is presented, as well as the clinical relevance, future
directions and conclusions.

2. BACKGROUND

2.1. CORNEAL MORPHOLOGY

The cornea is the major refractive element of the eye, contributing
approximately 43 of the 60 diopters (D) of the eye optical system and
accounting for approximately 70% of the total refraction.® The cornea measures
approximately 11 mm vertically and 12 mm horizontally in adult humans,” and
its anterior radius of curvature averages 7.8 mm.® The cornea is approximately
535 pm thick® and it is composed of five different layers: the epithelium,
Bowman’'s membrane, the stroma, Descemet's membrane and the
endothelium. The outermost layer is the corneal epithelium, which is
approximately 50-60 pm thick.” This layer is responsible for both protecting the
eye from foreign material and absorbing oxygen and other nutrients. The next
layer is Bowman’s membrane, which is approximately 8-12 um thick.” Although
its role is not entirely clear, this layer may maintain the integrity of the corneal
structure or act as a barrier against infections. The next layer is the stroma,
which comprises 90% of the total thickness of the cornea.’ It is made up of
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keratocytes that lie between a distribution of collagen fibrils that are regularly
packed within lamellae, comprising a denser organization in the anterior stroma
than in the deeper tissue.” This structure produces minimal light scattering (less
than 1%),20 providing a transparent cornea. If any dysfunction appears in any of
these components, a loss of transparency and/or function can occur.
Descemet’'s membrane adheres to the stroma. This tissue progressively
thickens with age’ and is predominantly comprised of collagen type IV. Finally,
the innermost corneal layer is the endothelium. It is a mono-cellular layer
approximately 4-6 pm thick,” and its main role is to control swelling and the
stromal hydration level in order to maintain corneal transparency. The
endothelial cells do not regenerate in adult humans.®?°

2.2. CORNEAL PHYSIOLOGY

The barrier function of the corneal epithelium and endothelium plays
a vital role for protecting the eye of the external contamination'? (as microbial
infections) and maintaining the level of stromal hydration?® (around 78%),
respectively. For the epithelium and endothelium to work efficiently as a barrier,
paracellular spaces must be sealed by intercellular junctions known as tight
junctions (TJ).?°

A leaky epithelial barrier function would permit the penetration of
environmental pathogens through it and a sight-threatening bacterial infection
may occur. Pseudomonas aureoginosa has been consistently identified as the
most common infectious pathogen, commonly associated with CL use.*? The
epithelial barrier function can be disrupted as a result of several factors, such as
inflammation processes, dry eye, allergic diseases, trauma, surgery or CL

wear.3>34

In the case of the endothelium, it is responsible for the maintenance
of the normal hydration of the stroma and the corneal transparency.?’ However,
these functions do not fall solely on the barrier function (TJ form a barrier to the
fluid movement from the aqueous humor to the stroma), but also on an active
pump (that draws water from the stroma to the aqueous humor)35 (figure 1). A
leaky endothelium barrier function would increase the rate of fluid penetration
into the stroma, exceeding the rate of the endothelial active fluid transport, and
therefore unbalancing the equilibrium between both mechanisms and inducing
corneal oedema that could lead to the loss of transparency and hence visual
loss.?® The endothelial barrier function can be disrupted as a consequence of
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CL wear, surgery, or several endothelial diseases such as Fuchs’ dystrophy,
polymorphous dystrophy, etc.

Barrier Active

function pump
Barrier _ Active ] ] .
function — pump O e e

Normal cornea
Oedematous cornea

A

Leak Pump Leak Pump

Figure |. Representation of the hydration regulation in a normal corneal
physiology (left) and in an oedematous cornea (right). When the corneal
endothelial barrier function fails, a greater filtration from the anterior
chamber into the stroma occurs. The active pump function is not able to
counteract this condition, and the balance between the two functions is
lost, causing corneal oedema. (Adapted from Srinivas, SP. 2010)*

2.3. PHYSIOLOGYCAL EVALUATION - INDIRECT TECHNIQUES

The techniques used in the daily clinical practice to assess the
epithelial and endothelial barrier function or permeability are based on indirect
measurements methods.

To evaluate the epithelium, a fluorescein test can be performed,
consisting on the topical instillation of fluorescein dye over the corneal surface
and observe any macroscopic sign of epithelial damage in form of bright green
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dots, that would mean that the epithelium is injured at a stage to elucidate.”""2

However, this cannot be directly related to the epithelial barrier function, as the
fluorescein staining seems to dye apoptotic cells. If the fluorescein does not dye
the intercellular spaces (responsible for the epithelial barrier function) there is
no more than an indirect evaluation of the epithelial health, but no information
about the epithelial permeability will be obtained.

To evaluate the endothelium permeability the degree of corneal
oedema (as the endothelium is responsible for the maintenance of the stromal
hydration) is determined by calculating the difference in corneal pachymetry
before and after a given exposure (such as CL wear, corneal surgery, etc).
Traditionally, corneal oedema is represented as a percentage of change on the
corneal pachymetry® (table I).

% oedema = [(Pfinai- Pbasat)/ Pbasal] X 100

Table I. Formula used to calculate the corneal oedema.
Piinat = final pachymetry. Py,sa = basal pachymetry.

There are a number o techniques and devices available in clinical
practice to obtain corneal pachymetry, not only at the centre of the cornea but
also on the periphery. Some of the most popular technologies used are those
based on ultrasound pachymetry, specular microscopy, confocal microscopy,
optical coherence tomography, slit-scanning elevation topography or
Scheimpflug topography.>**’

2.4. PHYSIOLOGYCAL EVALUATION - DIRECT TECHNIQUES

To date, the only way to assess the function of the human epithelial
and endothelial barriers in vivo is by fluorophotometric methods that calculate
the rate of penetration of fluorescein dye into these layers.”? Unfortunately, this
technique is not sufficiently accurate to monitor patient’s changes.80
Furthermore, it has been recently questioned what exactly fluorescein stains,'*®
making this method a relatively unreliable tool. The inconsistencies between the
published studies on the epithelial®*® and endothelial’®®%" permeability using
fluorophotometric measurements indicate that its use and interpretation require
some caution.
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It is also possible to evaluate the function of the epithelial and
endothelial barriers in vivo by studying the passive electrical properties of these
tissues in an animal model.”®> However, the techniques used nowadays are
relatively invasive and cannot be applied to clinical practice in humans.
Experimentation in animal model consists on the placement of one electrode on
the epithelial surface of the cornea and another one into the anterior chamber
by making an incision on the peripheral cornea (figure 11).%**’

I Figure Il. Representation of

the placement of electrodes

1 necessary to carry out the
TER measurement in an in

‘ \ vivo animal model. (Adapted

from Uematsu, M. 2007)%*

2.5. CORNEAL OEDEMA INDUCED BY CONTACT LENS WEAR

In general terms, CL are classified into two main types of lenses
depending on the material they are made of: rigid gas-permeable CL (RGPCL)
or soft HCL."”" Interaction between CL and cornea will depend on the CL
characteristics, its material and design. The ability of a given CL to maintain the
normal corneal homeostasis is determined by the quantity of oxygen that the
lens is able to transmit from the environment to the corneal tissue across the
epithelium.’® There are two parameters to evaluate the quantity of oxygen
transmitted to the cornea:'®®

® Oxygen permeability (Dk): is the intrinsic ability of a given
material to transport oxygen.'®*

® Oxygen transmissibility (Dk/t): is the quantity of oxygen
transmitted to the cornea, which is not only dependent on the CL
material (Dk), but also on the CL design (including refractive
power and CL thickness).'%
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3. CORNEAL BIOIMPEDANCE

3.1. PRINCIPLES AND DESCRIPTION

Electrical bioimpedance is a diagnostic tool based on the study of the
electrical properties of a given biological tissue. It can be said that it consists on
the evaluation of the response of the tissue when an electrical current is applied
through it. In other words, it is the study of the opposition/resistance that the
biological sample offers for the current to flow through. The bigger the
resistance of the tissue, the smaller is its electrical conductivity or permeability
of the biological sample, and vice versa.

If this principle were transferred to the ophthalmological field, it would
be possible to obtain information about the corneal epithelial and endothelial
permeability by applying an electrical current to the corneal tissue. The
resistance that these layers offer to the current could then be studied.

As noted previously (2.4. Physiological evaluation — Direct
techniques), it is possible to measure the electrical passive properties
(bioimpedance) of the epithelial and endothelial corneal layers, although the
technique used is so invasive that it is not currently implemented in humans.

However, recent technological advancements have provided
researchers with a new tool based on corneal bioimpedance measurements
that consist of an electrical sensor (figure Ill) which can be applied to the
corneal surface, and which then obtains data of the corneal response non-
invasively. It has been shown that its application does not cause any damage to
the corneal surface in rabbits, and also that the technique is capable to detect
corneal barrier function alterations.'?®°

%‘r. =
o

Figure Ill. Sensor for measuring the
corneal bioimpedance ready for its
application to the cornea.
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3.2. STUDY OF THE CORNEAL EPITHELIAL PERMEABILITY IN A
CONTACT LENS ANIMAL MODEL

The purpose of the present study was to present a proof of concept
of the application of this novel technique based on the bioimpedance
measurement for the non-invasive in vivo assessment and quantification of CL-
induced changes in the rabbit corneal epithelium barrier function.

3.2.1. Methods

3.2.1.1. Animals

A total of 20 New Zealand White rabbits were included in the
experiment. All of the animals were treated according to the guidelines
produced by the Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)
when using animals in Ophthalmic and Visual Research and under the
supervision of the University of Valladolid Institutional Committee for Animal
Care and Use.

3.2.1.2. Procedure

A prospective study involving two study groups (n=10 each) was
defined to analyse CL-induced changes in rabbit corneal epithelium
permeability after one day (Group 1) and seven days (Group 2) of extended CL
wear.

In the baseline visit, all animals were anaesthetized with an
intramuscular injection of 50 mg/kg of ketamine (Imalgene 1000®, Merial) and 7
mg/kg of Xylazine (Rompun®, Bayer), prior to any measurement or CL fit.
Baseline measurements of the epithelial impedance were collected previous to
any other procedure. To accomplish this, a prototype was used following the
described procedure in previous works.'®""° Then, baseline measurements of
the central corneal thickness were collected with an ultrasound pachymeter
(Sonogage Corneo-Gage Plus, Cleveland, OH, USA).

After baseline impedance and pachymetry measurements were
collected, a single CL was randomly fitted in each animal (see below). At the
end of the visit, ten rabbits were randomly assigned to Group 1 (one day of CL
wear) and the other ten animals to Group 2 (seven days of CL wear).
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After one day of CL wear (Group 1) and seven days of CL wear
(Group 2) a second epithelial impedance and central corneal pachymetry
readings were taken immediately after CL removal (and under the same
intramuscular anaesthesia). The corneal epithelium was also examined with a
slit-lamp biomicroscope under blue cobalt light after the instillation of topical
fluorescein on both eyes in search for detectable corneal epithelial alterations.

Animals were then euthanized by an intravenous injection of 200
mg/kg of pentobarbital (Dolethal Vetoquinol)® and their eyes were immediately

enucleated and the corneas removed for histopathological analysis.

3.2.1.3. Lenses

A low Dk CL (Vasurfilcon A, +10.00 D, Dk=38, Precision UV, Ciba
Vision, Duluth, GA, USA) was randomly fitted to one eye of each animal and the
fellow eye served as a control. Low Dk ensures corneal hypoxia and hence
possible changes in the epithelium permeability. After CL fitting, a complete
closure of the palpebral aperture by sutures (6-0, Mersilk®; Ethicon, France)
was used to enhance the hypoxic effect and improve CL retention.

3.2.1.4. Histopathological analysis

All corneas were examined histologically by conventional optical
microscopy by a masked pathology specialist. Corneas were fixed in 10%
neutral-buffered formalin (Panreac, Spain), routinely processed and then
embedded in paraffin. Multiple serial sections (3 um) were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) and examined in an automated upright
microscope (LEICA DM 4000 B, Leica, Germany). A normal distribution and
composition of the epithelium was evaluated and compared with corneal
staining results.

3.2.1.5. Data analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) statistical package for Windows.

The Saphiro-Wilk test was used to assess the normality of the data
distribution. Appropriate parametric tests were used to assess differences.
Descriptive statistics were generated. A student paired t-test was used to detect
differences between control eyes and CL-wearing eyes. Analyses of variance
with post hoc comparisons (ANOVA with Bonferroni correction) were used to
detect differences between the baseline visit, after one day of CL wear and after
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seven days of CL wear for both the control eyes and the CL-wearing eyes in
pachymetry and corneal epithelial permeability. A p value < 0.05 was
considered statistically significant.

3.2.2. Results

3.2.2.1. Corneal swelling

Corneal pachymetry is summarized in table Il. No statistical
significant differences were found between control eyes and CL-wearing eyes in
baseline visit for pachymetry (p=0.208 Student paired t-test). However, after
one day (Group 1) and seven days (Group 2) of CL wear, corneal pachymetry
and corneal swelling significantly increased for the CL-wearing eyes (p<0.001
ANOVA with Bonferroni correction), showing also significant differences respect
to the Control eyes in both groups (p<0.001 Student paired t-test).

Baseline Group 1 Group 2 Pt
(1 day of CL (7 days of CL
wear) wear)
Control eyes
Pachymetry (um) 375+ 0.15 373+0.14 375+ 0.17 0.348
% corneal swelling - -1.53+4.09% -0.7124.47% 0.140
CL-wearing eyes
Pachymetry (um) 374 £ 0.1 462 + 0.30 535+ 1.36 <0.001
% corneal swelling - 26.58+9.56% 42.461£36.96% <0.001
P*
Pachymetry (um) 0.208 <0.001 <0.001
% corneal swelling - <0.001 <0.001

Table Il. Pachymetric results for the Control eyes and the CL-wearing eyes for the
baseline visit and after one day (Group 1) and seven days (Group 2) of CL wear. P*:
Student's paired t-test. P+: ANOVA with Bonferroni correction.



Capitulo 0

3.2.2.2. Epithelial staining and histopathology evaluation

Corneas of the control eyes showed no sign of corneal staining
(figure IV.A), with little evidence of epithelial damage using optical microscopy
in histopathological evaluation (figure 1V.B). However, corneas of the CL-
wearing eyes showed clinical signs of epithelial staining (figure IV.C), with clear
alteration of the epithelium layer using histopathological evaluation (figure IV.D).

Figure IV. Images from the fluorescein staining test (figures A and
C) and its correspondent optical microscopy from histopathological
evaluation (figures B and D). A and B: images of a control eye; C
and D: images of a CL-wearing eye after seven days of CL use.

3.2.2.3. Corneal epithelial permeability

Epithelial impedance values are summarized in table Ill. Control eyes
showed no statistically significant differences along the study (between
baseline, Group 1 and Group 2) in epithelial permeability (p=0.884 ANOVA with
Bonferroni correction). However, CL-wearing eyes showed a initial decrease in
the epithelial permeability after one day of CL wear (Group 1), to steeply
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increase after seven days of CL wear (Group 2) (p<0.001 ANOVA Bonferroni
correction).

Basal values of impedance measurements (epithelial permeability)
showed no statistical significant differences between control eyes and CL-
wearing eyes (p=0.222 Student paired t-test). After one day (Group 1) and
seven days (Group 2) of CL wear, statistical significant differences were found
for the epithelial permeability between both the control eyes and the CL-wearing
eyes (p<0.001 and p<0.05 respectively. Student paired t-test).

Baseline Group 1 Group 2 Pt
(1 day of CL (7 days of CL
wear) wear)
Control eyes
Impedance (Q) -1451.99 + -1472.81 -1464.29 + 0.884
396.72 405.60 355.36
CL-wearing eyes
Impedance (Q) -1495.24 + -1833.77 -1265.18 + <0.001
377.20 377.88 929.33
P* 0.222 <0.001 <0.05

Table Ill. Epithelial impedance results for the Control eyes and the CL-wearing eyes
for the baseline visit and after one day (Group 1) and seven days (Group 2) of CL
wear. P*: Student's paired t-test. P+: ANOVA with Bonferroni correction.

3.2.3. Discussion

Corneal swelling after CL wear is widely reported in the
literature.**""* It has been also been shown that epithelial permeability
increases when it is subjected to hypoxic conditions, both when examined by
TER measurements in vitro''*""® or by fluorophotometric methods in vivo.””'"
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The only method currently available to assess the human epithelial permeability
in vivo is by measuring the penetration rate of fluorescein dye into the cornea.
Duench’” has recently shown that daily wear of high-Dk CL (Betafilcon A)
increases the epithelial permeability to fluorescein. An increase of the epithelial
permeability represents a threat to the maintenance of the corneal health and
homeostasis, as it is susceptible to microbial infections that could lead to a loss
of corneal transparency and hence visual impairment. Accordingly, knowing the
state of the epithelial barrier function is a major issue for the eye-care
community.

Unfortunately, there is a lack of techniques that are capable of
detecting and quantifying changes in the physiology of the corneal epithelium in
vivo as a result of CL wear. A new tool to evaluate corneal epithelial
permeability changes after the application of different concentrations of
benzalkonium chloride in vivo in a rabbit model has recently been validated.'™
In the present study this novel tool has been used for the first time to detect and
quantify the corneal epithelium permeability alterations secondary to HCL
induced hypoxia.

Control eyes

The control eyes showed no statistically significant differences
throughout the experiment with respect to any of the anatomical or physiological
indicators measured. Therefore, it can be assumed that any differences
observed in the CL-wearing eyes along the experiment time can be attributed to
the effects of CL wear.

Changes observed in CL-wearing eyes

As expected, corneal thickness increased moderately after one day
of CL and drastically after seven days of CL wear. Epithelial staining and
histopathologic evaluation also showed the epithelium affected. However, an
ongoing debate exists about what is actually stain by fluorescein, and therefore
what corneal staining represents,'%?'"® raising concerns about the reliability of
the technique in epithelial examination.

Epithelial conductivity decreased after one day of CL wear, which
means that the epithelial permeability decreases. As the permeability of the
epithelial layer is directly related to extracellular space,’®'? the latter may
decrease as a consequence of cell swelling, which has been described after
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soft CL-induced hypoxia.'®' There is some controversy in this respect, as some
authors have reported corneal epithelial thinning after soft CL wear,’®" corneal
epithelial thickening,'® or even no changes at all in the epithelial thickness after
soft CL wear.'®

After seven days of CL wear epithelial conductivity showed an
increase with respect to values after one day of CL wear, also exceeding the
basal values. This increase in permeability of the epithelial layer suggests that
the damage induced to the corneal epithelium due to CL wear over seven days
is sufficient to break the tight junctions between the epithelial cells. This is
indicated by the fact that the current can pass more easily through the
extracellular gaps induced, and therefore induce corneal swelling. The latter
may be explained by an additive effect of direct breakdown of the epithelial
barrier and ensuing fluid penetration from the ocular surface to the early
dysfunction of the corneal endothelium and consequent stromal hydration from
the aqueous humour.

This study has several strengths. It has shown for the first time that
epithelial permeability can decrease in the early stages of the process that
comprise the epithelial response to hypoxic conditions (when wearing CL). The
study has also shown that at any subsequent time points (still to be determined)
the epithelial tight junctions cannot longer resist and hence the epithelial
permeability increases. Our results confirm previous findings’”'"'® py
performing an in vivo evaluation of the corneal epithelium based on
bioimpedance measurements.

However, this new impedance technique also has limitations. Further
studies and the confirmation of a robust correlation between the results of in
vivo evaluation of the corneal epithelium based on impedance measurements
and those based on other technologies would support the transfer of this
technology into the clinical practice. Additionally, the absence of normative data
limits the results of the current investigation to the finding of statistically
significant differences between only the specific groups and times evaluated.
Efforts should be directed toward elucidating the mechanical basis of the
corneal response and alterations in epithelial barrier function secondary to CL
wear, any corneal surgery or the effects of eye drops medications.

In conclusion, our results suggest that in vivo evaluation of the
corneal epithelium based on impedance measurements allows non-invasive
and quantitative assessment of the epithelium barrier function. Data of healthy
and oedematous corneas obtained with this method in the present study are in
concordance with results obtained by pachymetry evaluation, fluorescein
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staining and histopathology (optical microscopy). Further studies are needed to
analyse the relationship between the epithelial permeability changes to the
extracellular spaces in the tissue and to the tight junctions function.

Developing new tools to help researchers and eye-care practitioners
in acquiring quantitative information to have direct access to an in vivo study of
the changes in corneal physiology would permit an innovation in the diagnosis
and management of some corneal pathologies, improvement in early diagnosis,
prevention of corneal disease, a change in the current method of corneal
assessing and an opportunity for the eye-care community to obtain a deeper
understanding of the physiology of the cornea.

Future applications of this new technique in clinical practice include
the assessment and follow up of the epithelial barrier function changes
secondary to CL wear, postoperative assessments after ocular surgery; and the
evaluation of the impact of CL care solutions including ophthalmic preservatives
on the corneal surface.

3.3. STUDY OF THE CORNEAL EPITHELIAL AND ENDOTHELIAL
PERMEABILITY IN A CONTACT LENS HUMAN MODEL

In this work, the same novel non-invasive method based on the study
of the passive electrical properties of the cornea (in terms of corneal
bioimpedance) was used to measure quantitatively the state of the human
corneal barrier function in vivo. The results of previous studies'®'"° and those
obtained in the study 3.2. of this thesis concluded that this method is able to
detect minimal alterations in the permeability of the rabbit corneal barriers in a
safe way.

In the present study, the safety and efficacy of this bioimpedance

prototype was assessed for the first time in human corneas under in vivo
conditions.

3.3.1. Methods

The safety and efficacy of the proposed sensor to assess the human
corneal epithelium and endothelium permeability were evaluated in this work.
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Approval was granted by the Human Sciences Ethics Committee of the
University of Valladolid and the Spanish Agency for Medicines and Medical
Devices (AEMPS) of the Ministry of Health, Social Services and Equality of
Spain.

3.3.1.1. Subjects

Ten right eyes from ten volunteers were included in this pilot study.
Healthy subjects with no history of anterior segment disease and with no history
of ocular surgery were included. No CL use was allowed seven days before the
beginning of the study. The full nature of the study was explained to participants
and informed consent was obtained from each subject. All of the subjects were
treated in accordance with the tenets of the Declaration of Helsinki.

3.3.1.2 Lenses

A low-Dk CL (Etafilcon A, Dk= 28, Acuvue 2, Johnson & Johnson,
Jacksonville, FL) or a high-Dk CL (Lotrafilcon B, Dk= 110, Air Optix Aqua, Ciba
Vision, Duluth, GA) was randomly fitted in the right eye of each subject. The
differences in the Dk of these CL ensure different levels of hypoxia to develop
and thus different degrees of corneal swelling and permeability changes.

3.3.1.3. Instrumentation

Evaluation of corneal health was carried out with the slit-lamp
biomicroscope SL-8z (Topcon Medical Systems Inc., Paramus, NJ, USA) and
fluorescein dye under blue cobalt light. Images were captured for each subject
at every visit.

Central corneal thickness (CCT) and epithelial corneal thickness
(EPC) were monitored with the 3D OCT-2000 (Topcon Medical Systems Inc.,
Paramus, NJ, USA).

Epithelial and endothelial bioimpedance measurements were
monitored throughout the study: previous to CL wear and after three days and
one week of extended (overnight) CL wear; with a prototype of the
bioimpedance analysis system. The instrument consists on the placement of a
sensor on the corneal surface to perform the measurements (figure V). One
drop of double anaesthetic Colircusi® (tetracaine 0.1% and oxybuprocaine
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0.4%) was instilled in each eye before placing the sensor onto the ocular
surface. The sensor electrodes have to be in contact with the corneal surface to
perform the non-invasive bioimpedance measurements. It takes ten seconds
approximately to perform every measurement.

The same experimented operator (ADR) took all SL-8z images, the
3D OCT-2000 measurements and the bioimpedance measurements throughout
the study.

Figure V. Image captured during a measurement of corneal
bioimpedance, where it can be seen the application of the sensor on
the corneal surface of the subject. Above: front view. Bottom: side
view.
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3.3.1.4 Procedures

This prospective, randomized, double-masked, clinical study was
conducted over three study visits.

At the first visit (baseline, visit 1), the full nature of the study was
explained to participants and informed consent was obtained from each subject
prior to any procedure. Then, evaluation and imaging of the corneal surface and
basal measurements for CCT, EPC and epithelial and endothelial
bioimpedance were taken. Corneal health evaluation and imaging of the corneal
surface were carried out by assessing the ocular surface for signs of damage
attributable to the sensor application. A low-Dk or high-Dk CL was then
randomly selected and fitted to the right eye of each subject. Clinically adequate
CL fit was checked, and subjects were asked to attend for their first review
appointment (three days after the baseline visit).

The second visit (visit 2) was scheduled after three days of HCL
extended wear. Corneal health evaluation of the corneal surface were carried
out at first stage. CL was then removed and the bioimpedance measurement
was obtained immediately. CCT and EPC were measured. Corneal health
evaluation and imaging of the corneal surface were carried out as described for
visit 1. At the end of visit 2, the same CL was fitted to the same eye and the
correct CL fit was ascertained. Subjects were asked to attend the final visit (four
days after visit 2).

The third visit (visit 3) was scheduled after seven days of HCL
extended wear. Corneal health evaluation of the corneal surface were carried
out. The CL was then removed and the bioimpedance measurement was taken
immediately. CCT and EPC were measured. Corneal health evaluation and
imaging of the corneal surface were carried out looking for any sign of damage
attributable to the sensor application.

3.3.1.5 Data analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) statistical package for Windows.

The Saphiro-Wilk test was used to test the normality of the data
distribution. Appropriate parametric tests were used to assess differences.
Descriptive statistics were generated.
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Analyses of variance (ANOVA) were used to detect differences
between low-Dk CL eyes and high-Dk CL eyes; and between the percentage of
oedema of visit 2 and visit 3. Analyses of variance with post hoc comparisons
(ANOVA with Bonferroni correction) were used to detect differences between
visit 1, visit 2, and visit 3 for both the low-Dk CL eyes and high-Dk CL eyes in
CCT and ECT pachymetry and corneal epithelial and endothelial permeability.
A p value <0.05 was considered statistically significant.

The relationship among CL-induced corneal and epithelial swelling
and epithelial and endothelial permeability were evaluated using the Pearson
correlation coefficient. Preliminary analyses were performed to ensure no
violation of the assumptions of normality, linearity and homoscedasticity.
P<0.05 was considered statistically significant.

3.3.2. Results

Ten eyes from ten volunteers were included in this study (six women;
four men). The mean age was 25 + 2.7 years (range: 20 to 28 years). The mean
spherical equivalent refraction was -2.40 + 2.67 D (range: +0.50 to -7.25 D).
Four participants were regular users of CL (three of them were using HCL, the
other one was using RGPCL). All of them discontinued CL use at least seven
days before the beginning of the study.

3.3.2.1. Corneal health evaluation

The examination of the corneal surface occasionally revealed slight,
superficial punctuate keratopathy in the low-Dk CL eyes, (figure VI) attributable
to the wear of the CL.

Subijects did not report discomfort while performing the measurement
of the corneal impedance.
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Figure VI. Images of the corneal
surface evaluation by slit-lamp
observation under cobalt-blue light
and fluorescein test in the eye that
showed superficial punctate
keratopathy after three days (B) and
seven days (C) of wear of a low-Dk
CL (etafilcon A) with respect to the
basal image (A). The images were
taken after performing the
bioimpedance measurements.

3.3.2.2. Central and epithelial corneal thickness

Pachymetric results are summarized in table IV. No statistically
significant difference (p>0.05 ANOVA with Bonferroni correction) over time
(between visits 1, 2 and 3) was found for CCT, ECT and epithelial swelling for
both high-Dk and low-Dk CL eyes. However eyes fitted with low-Dk CL showed
a statistically significant difference (p=0.002 ANOVA with Bonferroni correction)
in corneal swelling, while high-Dk CL eyes showed no statistically difference
(p>0.05 ANOVA with Bonferroni correction).
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No statistically significant differences (p>0.05 ANOVA) were found
between high-Dk CL eyes and low-Dk CL eyes at visits 1, 2 and 3 for CCT,
corneal swelling and ECT, however statistically significant differences (p=0.014
ANOVA) were found for the epithelial swelling between high-Dk CL eyes and
low-Dk CL eyes at visit 3.

Visit 1 Visit2 (3 days \Visit3(7days Pt P*
(Baseline) of CL wear) of CL wear)
High-Dk CL eyes
CCT (um) 578.87+28.10 586.66 +27.53 584.60 + 29.52 0.904 -
% central oedema - 1.36 £ 1.27 % 0.98+1.10 % - 0.115
Epithelial thickness (um) 53.53 + 3.58 52.40 £1.75 53.33+£2.21 0.772 -
% epithelial oedema - -1.82+26.49% -0.23+x3.19% - 0.759
Low-Dk CL eyes
CCT (um) 541.13124.43 554.20 +26.31 554.33+28.64 0.673 -
% central oedema - 241+£1.07 % 242 £1.20 % - 0.002
Epithelial thickness (um) 52.47 + 3.45 50.00 £ 2.37 48.00+£4.75 0.196 -
% epithelial oedema - -442+6.97 % -8.60+5.09 % - 0.055
P*
CCT (um) 0.053 0.093 0.139
% central oedema - 0.197 0.085
Epithelial thickness (um) 0.644 0.106 0.053
% epithelial oedema - 0.558 0.014

Table IV. Pachymetric results for high-Dk CL eyes and low-Dk CL eyes at each visit.
p*<0.05 = statistically significant differences between visit 1 and visit 2, and visit 1 and
visit 3. P*= ANOVA. Pt= ANOVA with Bonferroni correction.
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3.3.2.3. Corneal epithelial and endothelial permeability

Table V shows the epithelial and endothelial impedance values for
high-Dk CL eyes and low-Dk CL eyes at each visit. High-Dk CL eyes showed no
statistical significant differences over the study time (between visits 1, 2 and 3)
in the epithelial (p=0.904 ANOVA with Bonferroni correction) and endothelial
(p=0.581 ANOVA with Bonferroni correction) permeability. Low-Dk CL eyes
showed no statistically significant differences along the study time (between
visits 1, 2 and 3) in epithelial (p=0.356 ANOVA with Bonferroni correction) and
endothelial (p=0.341 ANOVA with Bonferroni correction) permeability.

No statistically significant differences between eyes fitted with high-
Dk and low-Dk CL at visits 1, 2 and 3 were found for epithelial permeability
(p=0.096, p=0.253 and p=0.187 ANOVA respectively) and for endothelial
permeability (p=0.526, p=0.465 and p=0.114 ANOVA respectively).

Visit 1 Visit 2 (3 Visit 3 (7 days Pft
(Baseline) days of CL of CL wear)
wear)

High-Dk CL eyes

Epithelial permeability (Q) 230.20x10* + 219.24x10*+  219.71x10*+ 0.904
13.58x10* 19.30x10* 21.35x10*

Endothelial permeability (F) 450 08x10% + 586.02x10°+ 447.31x10%+ 0.581
111.78x10° 391.45x10° 244.07x10°

Low-Dk CL eyes

Epithelial permeability (Q) 204.48x10* + 206.24x10*+  160.75x10*+ 0.356
27.29x10* 13.53x10* 88.86x10*

Endothelial permeability (F) 623.62x10° + 737.57x10°+ 1212.89x10°+ 0.341
573.96x10° 204.04x10° 934.85x10°°

P*
Epithelial permeability (Q) 0.096 0.253 0.187

Endothelial permeability (F) 0.526 0.465 0.114

Table V. Epithelial and endothelial permeability results for high-Dk and low-Dk eyes in
each visit. P*= ANOVA. Pt= ANOVA with Bonferroni correction. Q = Ohms, F = Farad
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3.3.2.4. Correlations

The epithelial permeability showed a high correlation with the
percentage of epithelial thinning (r*= 0.817; p= 0.004) induced after seven days
of CL wear (visit 3).

The epithelial permeability showed a high correlation with the
percentage of corneal swelling (r?= -0.643; p= 0.045) induced after seven days
of CL wear (visit 3).

The endothelial permeability showed a high correlation with the
percentage of corneal swelling (r*= 0.646; p= 0.044) induced after seven days
of CL wear (visit 3).

The percentage of epithelial thinning showed a high correlation with
the percentage of corneal swelling (r*= -0.755; p= 0.012) after seven days of CL
wear (visit 3).

3.3.3. Discussion

Alteration of the corneal physiology and homeostasis have been
noted when wearing CL as a result of corneal hypoxia and mechanical
trauma.®®"*® These changes may result in the cornea becoming less resistant,
and may be associated with high risk for microbial invasion'® when the
epithelial barrier function is affected, and corneal swelling'® if there is any
impairment of the endothelial barrier function. Hence, CL practitioners and the
research community have made efforts over the last decades to develop
methods to assess the state of the epithelial and endothelial barrier function.

Human epithelial and endothelial barrier function can only be
evaluated in vivo by using a techniqgue based on fluorophotometry
measurements. However, this technique has undergone little evolution since it
emerged in the 1960's:*">"® The same methodology described at that time is
still used nowadays.””’® The principle of estimating corneal epithelial and
endothelial permeability by fluorophotometry consists on the instillation of
fluorescein dye onto the corneal surface and estimating the permeability of
these layers. This is done by calculating concentration changes in cornea and
anterior chamber over time.”? However, despite this technique still being used
for assessing the epithelial and endothelial barrier function, the reliability of
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fluorophotometry is a concern. It has been reported to be a time-consuming,’®
with a low repeatability,®® and in need of further refinement to make it a useful
clinical tool.”®"

The inconsistencies between studies when using this method confirm
these limitations. McNamara®® reported an average increase of 41% in the
epithelial permeability after one hour of HCL use with the eyes closed, while
Lin®® found no changes in the epithelial barrier function in their study in subjects
that wore HCL for one hour with their eyes closed. Regarding the endothelium,
Dutt® reported a significant increase of the endothelial permeability in a group
of CL wearers (with an average of four years of wear) versus a control group.
However, Bourne®” found no changes on the endothelial barrier function in a
group of CL wearers (with at least five years of wear) versus a control group.
Finally, Chang’® showed a decrease of the endothelial permeability when
comparing two groups of CL wearers (regarding the years of CL wear) versus a
control group.

From these findings it could be concluded that fluorophotometry,
despite being the only tool available to assess the epithelial and endothelial
barrier function in vivo, has a limited clinical value and hence the eye care
community needs a more reliable technique capable to detect and monitor
changes on the permeability of the corneal layers.

This investigation was conceived in order to establish the safety and
efficacy of a new method based on the study of the passive electrical properties
of the cornea (corneal impedance) to measure in a quantitative way the state of
the human corneal barriers function in vivo.

3.3.3.1. Safety

The first concern of this study was to establish if the placement of the
sensor on the corneal surface (to perform the impedance measurement) would
impair the integrity of the corneal epithelium. Results showed no signs of
corneal epithelial injury secondary to the placement of the sensor on the
corneal surface after slit-lamp evaluation. Slight superficial punctuate
keratopathy was found in some of the low-Dk CL eyes, attributable to the CL
use. This confirms the safety of this tool to be used in the clinical practice as a
non-invasive technique.
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3.3.3.2. Efficacy

Epithelial permeability (as measured as the epithelial impedance)
showed no statistically significant changes throughout the study for high-Dk or
low-Dk CL. However, a modest decrease in epithelial permeability (which could
be interpreted as an improvement on the epithelial barrier function) was noted
for the eyes that wore a low-Dk CL. Accordingly, epithelial pachymetry showed
no significant changes during the three visits of the study, although a trend
toward the thinning of the epithelium was found for those low-Dk CL eyes.
These findings are in accordance with the study of Lin® who found the same
trend towards the decrease of the epithelial permeability (no statistically
significant) in eyes that wore a soft high-Dk CL during one hour. They could not
explain at that moment the reason why the epithelial barrier function seemed to
improve, giving some kind of protective effect to the fact of wearing high-Dk CL.
In this thesis it has also been monitored the epithelial thickness, showing a
thinning trend for the epithelium. These results suggests that the extracellular
space in the epithelium decreases due to cell swelling and therefore does the
permeability of the epithelial layer, as the current finds more trouble to pass
across the tissue.

Endothelial permeability showed no statistically significant
differences between the baseline measurements and those obtained after three
and seven days of CL use, independently of the CL used; neither between high-
Dk or low-Dk CL. However, the correlation found between the increased
endothelial permeability and the corneal oedema suggests that, although not
significant for one week of CL wear, the use of CL affects the endothelial
permeability deteriorating its function. This finding is explained by a loss of
cohesion of the endothelial structure and a loss of tight junctions between the
cells, induced by the hypoxia secondary to CL wear. These alterations directly
affect the electrical properties of the corneal endothelium and increase its
electrical conductivity, as the current can pass through the extracellular gaps
that are induced.

3.3.3.3. Applicability

Further investigation is needed to determine the state of the corneal
epithelial and endothelial barrier function in long-term CL wearers, as well as to
determine the range of values for healthy, non CL-wearing subjects. Future
applications of this technique include the evaluation of the function of these
layers when planning corneal surgery, assessing the suitability of a donor
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cornea for transplantation, or monitoring endothelial dysfunction or corneal
disease. The bioimpedance prototype has to be more robust for its clinical
implementation.

3.3.3.4. Strengths and limitations

This work has several strengths, including proof that it is possible to
measure and quantify the corneal epithelial and endothelial permeability of the
human cornea in vivo in a non-invasive way using impedance measurements.
Two different types of CL were used to induce different permeability changes in
the cornea. Other strengths are extended wear of the CL during one week, and
the parallel assessment of the central corneal thickness and epithelial
thickness. The study is limited by the small sample of subjects participating in it
(as a pilot study) and the lack of previous work with this method in humans to
compare results and evaluate accuracy.

3.3.3.5. Conclusion

In summary, this study provides for the first time a quantitative
assessment of the permeability of the epithelial and endothelial layers of the
human cornea in vivo. A novel non-invasive method was successfully used to
assess electrical corneal properties, making the measurement of the corneal
impedance a potential diagnostic and monitoring tool in the future. The method
has been shown to be safe and effective in detecting changes in the corneal
permeability after CL wear. The results presented may be refined by improving
the repeatability and reliability of the impedance system, and establishing the
range for normal values.
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4. CORNEAL ASYMMETRY

4.1. ANATOMICAL DIFFERENCES BETWEEN CENTRAL AND
PERIPHERAL CORNEA

Although at a macroscopic level the corneal structure seems to be
similar in dimensions and organization along its entire surface, there are
considerable differences between the central and the peripheral regions of the
tissue. In this chapter, the most relevant anatomical differences between the
two areas will be described, with special attention to differences in corneal
thickness between the central and peripheral cornea.

4.1.1. Definition of central and peripheral cornea

There is no clear definition of the different regions of the corneal
surface.® A commonly used concept refers to the corneal geography as three
distinct areas, using the corneal apex as the central reference point (figure VII).
This thesis will be concentrated on just two of these areas: central and
peripheral cornea.

Central cornea

Area that extends from the apex to
2 mm away

Paracentral cornea

Ring comprising from2 to 4 mm
from the apex

Peripheral cornea
O Peripheral cornea

Area that extends from 4 mm (from

. . O Paracentral cornea
the apex) to the corneal limbus

O Central cornea

Figure VII. Distribution of the three corneal regions.
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4.1.2. Central and peripheral corneal thickness differences

The first and most striking difference between both areas of the
cornea is that its thickness progressively increases from the apex to the limbus.
The cornea has an average thickness of 535 ym in the centre® and 672 ym in
the periphery8 (area outside the 4 central mm). However, this increase in
thickness is not symmetrical from the centre towards the periphery, existing an
asymmetric thickening where the superior zone is the thicker, followed by the
nasal, inferior and temporal zones."® If measured along the horizontal
meridian, the nasal area at 4 mm from the apex is approximately 21% thicker
than the central area, while the temporal area at the same distance from the
apex is just 19% thicker than the centre.'’

Despite this marked difference in the corneal thickness between
central and peripheral cornea, only central corneal thickness (CCT) is routinely
measured clinical practice. However, the measurement of the thickness at the
periphery of the cornea could provide useful information when evaluating,
monitoring, and treating corneal diseases such as keratoconus,'** systemic
sclerosis (which results in thickening of the central area of the cornea without
thickening at the periphery),’® herpex simplex infections (which produces a
deeper and more painful damage on the corneal periphery),’** or measurement
of intraocular pressure (which is influence by the mid-peripheral thic:kness).145 It
is also important to assess the peripheral corneal thickness when preparing the
evaluation of patients undergoing corneal surgery and subsequent
postoperative monitoring, such as in intrastromal ring surgery,'*® limbal relaxing
incisions,*® refractive surgery,™’ penetrating keratoplasty,’’ or corneal
crosslinking (which is less effective at the periphery than at the corneal
centre)."*®

4.1.3. Other anatomical differences

In addition to the thickness, there are other differences between the
centre and the periphery of the cornea. This is the case for the anterior radii of
curvature and refractive power,’® corneal innervation,’ nutriton and
defence,’" and cell density in epithelium,'? stroma'®* and endothelium."®
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4.1.4. Corneal peripheral thickness and oedema induced by CL wear

Given the anatomical differences between the central and peripheral
corneal regions it seems possible that the corneal response to CL- induced
hypoxia also differs in magnitude between both areas or between different
peripheral locations. Previous studies have provided contradictory conclusions:
(1) the central cornea swells to a greater extent than the peripheral
cornea,®124158184 (9) the peripheral cornea swells more than the central

cornea,'®"% and (3) the entire cornea swells equally.’"%*1%°

These results seem to be independent from the respective study
design. Both short-term (between two and eight hours with CL)'241%8.159.162-
164166169 and medium-long term studies (at least one week with
CL)"38.160.161,165.167.168 have shown different corneal responses. This makes it
difficult to establish the possible relationship between the CL wearing time and
the resultant corneal response to hypoxia (early response versus chronic
response), in terms of topographic distribution of the oedema over the cornea.

Previous studies of the IOBA Optometry Research Group (University
of Valladolid) found a uniform distribution of the corneal oedema induced after
one week with HCL, i.e. the same oedematous response was noted for the
corneal centre and the corneal periphery.1

4.2. STUDY OF THE CORNEAL THICKNESS ASYMMETRY IN A
SHORT-PERIOD OF TIME CONTACT LENS WEAR MODEL

Due to the uncertainty with regard to the degree and location of CL-
associated corneal oedema at central and peripheral regions it seems
reasonable to propose new studies to help clarify this issue. One aim of these
studies was to provide further information on the mechanisms underlying the
corneal response to CL-induced hypoxia. No previous study has assessed how
the oedema affects the asymmetry in the thickness between the nasal and
temporal periphery, so deepen into this issue would lead to a better
understanding of corneal structure and responses to adverse conditions such
as hypoxia.
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4.2.1. Methods

This work formed part of a multicentre research project between the
Vision Sciences unit of the Department of Life Sciences at Glasgow Caledonian
University and the IOBA — Eye Institute at University of Valladolid. The
University of Valladolid financed the stay of an investigator (ADR) at Glasgow
Caledonian University for three months with a grant under the “Support for short
collaboration visits during the development of a doctoral thesis” scheme. The
protocol was approved by the Ethics Committee for Clinical Research of the
University of Valladolid.

4.2.1.1. Subjects

Twenty volunteers were included in this study. Healthy subjects with
no history of anterior segment disease and with no history of ocular surgery
were included. No CL use was allowed seven days before the beginning of the
study. The nature of the study was explained to participants and informed
consent was obtained from each subject prior to participation. All of the subjects
were treated in accordance with the tenets of the Declaration of Helsinki.

4.2.1.2 Lenses

A low-Dk CL (Etafilcon A, Dk= 28, Acuvue 2, Johnson & Johnson,
Jacksonville, FL) and a high-Dk CL (Lotrafilcon B, Dk= 110, Air Optix Aqua,
Ciba Vision, Duluth, GA) were selected for use in the study. The differences in
the Dk of these CL ensure different levels of hypoxia and thus different degrees
of corneal swelling to develop.

4.2.1.3. Instrumentation

Evaluation of the corneal pachymetry was carried out with the
Pentacam Scheimpflug Topographer (Oculus Optikgerate GmbH, Wetzlar,
Germany). The high reliability of the central and peripheral corneal thickness

measurements for this device has been reported in several previous studies.'”®
172

For each corneal pachymetry measure, three consecutive reading
were obtained and the average of the three measurements was used as the
final value. The same experimented operator (ADR) took the measurements as
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recommended by the manufacturer and collected the values for each corneal
pachymetry measurement at five different corneal locations (figure VIII).

temporal Perippe,

Figure VIIl. Representation of the five different locations where corneal pachymetry
values where collected. CCT: central corneal thickness (geometrical centre of the
cornea). N4, N5: nasal corneal thickness at 4 and 5 mm from the CCT. T4, T5:
temporal corneal thickness at 4 and 5 mm from the CCT.

To evaluate regional differences in corneal oedema between these
five different locations the ratio between peripheral and central corneal
thickness was calculated and the pachymetric data was considered in relative
terms. The ratio was calculated by dividing the thicker (peripheral) by the
thinner (central) location (N5/CCT, N4/CCT, T5/CCT, T4/CCT, N5/T5 and
N4/T4). The index obtained is the rate of progression for the corneal
pachymetry from the centre to the periphery of the cornea, or between the nasal
and temporal periphery, and will subsequently be referred to as the relative
peripheral index or IRP (Spanish acronym).

53
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4.2.1.4 Procedures

This prospective, randomized, double-masked, clinical study was
conducted within two study visits.

In the first visit (visit 1), the full nature of the study was explained to
participants and informed consent was obtained from each subject prior to any
procedure. Then, evaluation of the corneal surface and basal measurements for
corneal thickness were taken. A low-Dk or high-Dk CL was then randomly fitted
in one eye of each subject. The contralateral eye served as a control. A correct
CL fit was confirmed, and subjects were asked to attend the following visit (40
minutes after the visit 1).

The second visit (visit 2) was scheduled after 40 minutes of CL wear.
First, corneal health was assessed. Then the CL was removed and corneal
thickness measurements obtained. Corneal health evaluation was established
by searching for signs of damage or alteration attributable to the CL use.

4.2.1.5 Data analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) statistical package for Windows.

The Saphiro-Wilk test was used to test the normality of the data
distribution. Appropriate parametric tests were used to assess differences.
Descriptive statistics were generated. A student paired t-test was used to detect
differences between the baseline visit and after 40 minutes of CL wear.
Analyses of variance with post hoc comparisons (ANOVA with Bonferroni
correction) were used to detect differences between control (non-CL-wearing
contralateral eyes), high-Dk and low-Dk CL-wearing eyes (control group, high-
Dk group and low-Dk group). A p value <0.05 was considered statistically
significant.

4.2.2. Results

Forty eyes from 20 volunteers were included in this study (14
women; six men). The mean age was 26.7 + 4.4 years (range: 21 to 34 years).
The mean spherical equivalent refraction was -1.33 £ 1.92 D (range: +0.50 to -
6.00 D). Seven participants were regular users of CL (six of them were using
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HCL, the other one was using RGPCL). All of them discontinued CL use at least
seven days before the beginning of the study.

4.2.2.1. Corneal health evaluation

The slit-lamp examination of the corneal surface did not reveal any
keratopathy or sign of damage attributable to the CL wear.

4.2.2.2. Central and peripheral corneal thickness

Corneal thickness changes (CL-induced oedema) are summarized in
table VI. Statistically significant differences (p<0.01 ANOVA with Bonferroni
correction) were found for all the locations studied (CCT, N5, N4, T5 and T4)
between the low-Dk CL group and the other two groups. Control group and
high-Dk CL group showed no differences on corneal swelling.

Oedema (%) = SD
Control group  High-Dk CL group Low-Dk CL group P*
N5 -0.82+1.17 -0.50 + 1.29 1.61+1.33 <0.01
N4 -0.53 +1.11 -0.51+0.88 1.62 +1.24 <0.01
CCT -0.45 £ 0.99 -0.66 £ 0.77 1.08 + 1.60 <0.01
T4 -0.79 £ 1.31 -0.48 +1.38 1.20 £ 1.62 <0.01
T5 -1.12 + 1.56 -0.30 £ 1.44 1.67 £ 1.95 <0.01

Table VI. Central and peripheral corneal oedema for the three groups: control (non-
CL-wearing contralateral eyes), high-Dk and low-Dk; after 40 minutes of CL wear. SD
= standard deviation. P*: ANOVA with Bonferroni correction. Statistically significant
differences were found between the control and the low-Dk groups, and between the
high-Dk and the low-Dk groups.

No statistical significant differences (p>0.05 student’s paired t-test)
were found between the basal IRP and after 40 minutes of CL wear IRP
measurements for the control, high-Dk and low-Dk groups (table VII). No
statistical significant differences (ANOVA with Bonferroni correction) were found
between groups after 40 minutes of CL wear for the IRP between different
corneal locations (table VIII).
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IRP (%) + SD

Basal 40 min P*
Control group
N5/CCT 1.47 £ 0.06 1.46 + 0.06 0.805
N4 /CCT 1.30 £ 0.03 1.30 £ 0.03 0.935
T5/CCT 1.39 £ 0.07 1.38 £ 0.07 0.692
T4 /CCT 1.21 £ 0.03 1.20 £ 0.03 0.743
N5/T5 1.06 + 0.04 1.06 + 0.04 0.816
N4 /T4 1.07 £ 0.03 1.07 £ 0.03 0.773
High-Dk CL group
N5/ CCT 1.46 £ 0.08 1.46 £ 0.08 0.977
N4 /CCT 1.30 £ 0.04 1.30 £ 0.04 0.992
T5/CCT 1.39 £ 0.07 1.39 £ 0.07 0.925
T4 /CCT 1.21 £ 0.04 1.21 £ 0.04 0.945
N5/T5 1.05 £ 0.02 1.04 £ 0.03 0.888
N4 /T4 1.07 £ 0.02 1.07 £ 0.02 0.979
Low-Dk CL group
N5/ CCT 1.47 £ 0.05 1.48 £ 0.04 0.743
N4 /CCT 1.29 £ 0.03 1.29 £ 0.02 0.631
T5/CCT 1.38 £ 0.06 1.39+£0.05 0.797
T4 /CCT 1.21 £ 0.03 1.21 £ 0.03 0.937
N5/T5 1.06 + 0.03 1.06 + 0.03 0.981
N4 / T4 1.06 £ 0.02 1.06 + 0.02 0.666

Table VII. Differences between the IRP (relative peripheral index) along the study time
for all the studied locations (CCT, N5, N4, T5 and T4) in the three groups: control (non-
CL-wearing contralateral eyes), high-Dk and low-Dk. SD = standard deviation. P*:
Student's paired t-test.
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IRP (%) £ SD
Control group  High-Dk CL group Low-Dk CL group P*
N5/CCT 1.46 £ 0.06 1.46 + 0.08 1.48 + 0.04 0.809
N4 /CCT 1.30 £ 0.03 1.30 £ 0.04 1.29 £ 0.02 0.752
T5/CCT 1.38 £ 0.07 1.39 £ 0.07 1.39 + 0.05 0.795
T4 /CCT 1.20 £ 0.03 1.21 £ 0.04 1.21 £ 0.03 0.889
N5/T5 1.06 + 0.04 1.04 £ 0.03 1.06 + 0.03 0.629
N4 /T4 1.07 £ 0.03 1.07 £ 0.02 1.06 £ 0.02 0.779

Table VIII. Differences in the IRP (relative peripheral index) after 40 minutes of CL
wear for all locations (CCT, N5, N4, T5 and T4) for the three groups: control (non-CL-
wearing contralateral eyes), high-Dk and low-Dk. SD = standard deviation. P*: ANOVA
with Bonferroni correction.

4.2.3. Discussion

The appearance of non-invasive technology®”® in recent years
capable of obtaining accurate pachymetry information of the central and the
peripheral cornea led to the application of these new tools in assessments of
the interaction between CL and cornea. As noted above, there is no consensus
as to how CL-associated corneal oedema is distributed in different regions, with
three possible different scenarios (greater central oedema,® 24198164 greater
peripheral oedema,'®*"%® even regional distribution of oedema’-'%¢-1%).

This work is the first study to investigate the central and peripheral
oedema induced by different Dk CL during 40 minutes of wear. The main
objective was to establish if the oedema is evenly distributed throughout the
corneal topography or whether some areas are more affected by CL-associated
hypoxia than others. With only 40 minutes of CL use, this study describes the
immediate corneal response to hypoxia in form of oedema not only in the
centre, but also in the corneal periphery. Other short-term studies have had a

CL wear period between two and eight hours, again with controversial
reSU|tS_124‘158’159’162'164'166'169

The rationale for utilising a short-term period of CL wear was that
previous studies have described changes in the morphology of corneal
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endothelium with just a few minutes after fitting the lenses, secondary to
induced hypoxia (endothelial blebs).*>'"*'"* Given that the corneal endothelium
is responsible for maintaining the state of relative dehydration of the cornea and
that the endothelial metabolism is affected by oxygen deprivation due to CL
wear within a few minutes, it seems reasonable to conclude that the corneal
oedematous response mechanism may begin to be measurable during the first
minutes of CL wear.

In this work a different approach has been introduced to study
corneal oedema distribution between the centre and the periphery of the cornea
after CL wear. Classically, differences between each area have been assessed
by comparing the percentage of oedema between the different points of study,
or even by comparing the absolute difference (increase in microns) between
points. The method proposed in this study involves assessments of the
magnitude of change between different points (CCT, N5, N4, T5 and T4) such
that if all points are equally oedematous the proportions studied (N5/CCT,
N4/CCT, T5/CCT, T4/CCT, NS/T5, N4/T4) will remain the same, but if the
cornea has a greater oedema in any of the studied points then the proportions
will be different. The IRP has been used to assess this.

The results show that the IRP remained stable at all locations after
40 minutes of CL wear, in the control group eyes and both when using high and
low Dk lenses. These results suggest that hypoxia induced after 40 minutes of
CL wear equally affects the centre and the periphery (horizontal axis) of the
cornea or, that the thickness change is uniformly distributed across these areas.

This conclusion agrees with the studies published by Lowther,'® who
studied corneal oedema after one, three and six hours of conventional HCL
use; and Tyagi,'® who studied corneal oedema after eight hours of
conventional and silicone HCL. Both authors concluded that corneal oedema
caused by short-term CL wear is similar in the centre and in the periphery of the
cornea.

Other short-term studies have yielded different results, showing
greater oedema in the corneal centre than in the periphery. Mandell,"® who
studied corneal oedema after two hours of polymethyl methacrylate (PMMA) CL
wear; Carney," who studied corneal oedema after two hours of PMMA CL and
conventional HCL wear; Erickson,'®® four hours of conventional HCL wear with
closed eyes; Wang,'®* three hours of PMMA CL and conventional HCL wear
with closed eyes; Moezzi,'® three hours of PMMA CL wear with closed eyes;
and Tyagi,'® eight hours of PMMA CL wear.
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The only study that found the opposite trend (greater peripheral
oedema) is one by Tyagi,’® who studied corneal oedema after eight hours of
RGPCL wear, although the differences between different areas were not
statistically significant.

Most of the studies that have found greater central oedema have

been performed using PMMA lenses, which do not usually cover the entire
surface of the cornea. Thus, it could be concluded that the central cornea might
be more affected by hypoxia than that in the periphery (which is not fully
covered by the CL and so this area is not subject to the same lack of oxygen)
and therefore the central oedema might be also higher than the peripheral
oedema.
In the case of HCL studies'**1%%%2 (which cover the entire cornea) it
is noteworthy that in two of them to the effect of CL-induced hypoxia it must be
added the effect of having the eyelids closed during the period of CL wear,
which may mask the isolate effect of the CL induced hypoxia. Furthermore, this
situation is further away from the actual conditions under which a user will wear
their lenses (eyes open) and therefore a comparison with the results obtained in
this work is difficult.

4.2.3.1. Strengths and limitations

In this work the corneal response to hypoxia after 40 minutes of CL
wear has been studied. The results represent the almost immediate response of
the cornea to CL wear, which can provide useful information to help elucidate
the corneal oedema mechanisms. However, further studies are needed to study
this corneal response after a longer time of CL wear, (closer to the actual
wearing conditions).

A main feature of this study is that it has assessed the corneal
response not only from the centre, but also at four locations of the corneal
peripheral, namely 4 and 5 mm nasally and temporally from the corneal apex.
However, current instruments enable the observer to obtain information from
almost any point of the corneal surface, allowing for a comprehensive study of
the oedematous response.

In addition, the methodology used for this study provides a novel
approach in the field. Instead of assessing differences by comparing
percentage changes in thickness, this study has determined the regional
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thickness variation by using a percentage index that directly determines the
magnitude of this variation.

A limitation of this study is that to confirm that the distribution of
corneal oedema is different depending on the CL design it would be necessary
to conduct a study to include other types of CL, with those one that do not cover
the entire corneal surface (PMMA, RGP).

It would be also interesting in future studies to evaluate a possible
relationship between the magnitude of any CL-induced oedema and its
distribution over the corneal topography. In this work, low-Dk lenses induced
significantly higher oedema than high-Dk lenses. However, the measured
thickness change did not exceed 1.7% at any of the corneal locations
assessed. A more substantial change in corneal thickness (higher percentage
of oedema) may show different results from those found in the present study
(homogeneous distribution of the corneal oedema).

4.2.3.2. Conclusion

In conclusion, 40 minutes of high-Dk (Lotrafilcon B - Dk=110) or low-
Dk CL (Etafilcon A - Dk=28) CL-wear has the tendency to cause evenly
distributed corneal thickness changes at the corneal centre and periphery
(horizontal meridian). The asymmetry between the nasal and temporal regions
and these to the centre of the cornea do not seem to undergo any considerable
variation. Low-Dk CL induce significantly more oedema than high-Dk lenses at
all locations studied; in any case, the corneal oedema was uniformly distributed.

4.3. STUDY OF THE CORNEAL THICKNESS ASYMMETRY IN A
MEDIUM-PERIOD OF TIME CONTACT LENS WEAR MODEL

The results obtained in the study described in chapter 4.2. of this
thesis concluded that the corneal oedema induced by HCL wear is equally
distributed in the central and in the peripheral (along the horizontal meridian)
cornea. However, the short-term corneal response to hypoxia after just 40
minutes of CL wear was evaluated, which is shorter than the regular pattern of
wear from most CL users. The purpose of the present study was to evaluate the
same parameters for the central and peripheral (along the horizontal meridian)



Capitulo 0

corneal thickness using the same criteria for oedema and asymmetry as those
used in the previous study and using the same CL, but extending the period of
CL wear to one week of CL extended (overnight) use.

4.3.1. Methods

This work formed part of a multicentre research project between the
Vision Sciences unit of the Department of Life Sciences at Glasgow Caledonian
University and the IOBA — Eye Institute at University of Valladolid. The
University of Valladolid financed the stay of an investigator (ADR) at Glasgow
Caledonian University for three months with a grant under the “Support for short
collaboration visits during the development of a doctoral thesis” scheme.

4.3.1.1. Subjects

Subjects included in this study are the same who took part in the
study described in chapter 3.2. For the present study, both eyes of each subject
were included in the study, i.e. 20 eyes from ten subjects were included in the
analysis.

4.3.1.2 Lenses

A low-Dk CL (Etafilcon A, Dk= 28, Acuvue 2, Johnson & Johnson,
Jacksonville, FL) or a high-Dk CL (Lotrafilcon B, Dk= 110, Air Optix Aqua, Ciba
Vision, Duluth, GA) was randomly fitted in the right eye of each subject. The left
eye wore the respective other CL. The differences in the Dk of these CL ensure
different levels of hypoxia and thus different degrees of corneal swelling.

4.3.1.3. Instrumentation

Evaluation of the corneal pachymetry was carried out with the Galilei
Dual Scheimpflug Topographer (Ziemer Group, Port, Switzerland). The high
reliability of the central and peripheral corneal thickness measurements for this
device has been reported in several previous studies.'’%7>176
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Three consecutive corneal pachymetry measurements were
obtained, using the average of the three measurements for analysis. The same
experimented operator (ADR) took the measurements as recommended by the
manufacturer and collected the values for each corneal pachymetry
measurement at the same five different corneal locations as described in the
previous study 4.2. (figure VIII).

The same criteria were used to evaluate differences in the corneal
response to hypoxia at the five locations along the horizontal meridian (the
pachymetric data was considered in relative terms by dividing the thicker
location by the thinner location: N5/CCT, N4/CCT, T5/CCT, T4/CCT, N5/T5 and
N4/T4, obtaining the IRP).

4.3.1.4 Procedures

This prospective, randomized, double-masked, clinical study involved
two study visits.

The present study was carried out in parallel to the development of
the study 3.2, by additionally obtaining the central and peripheral corneal
pachymetry of the subjects included in the study with the Galilei topographer.
The additional measurements were carried out at two different times of the
study 3.2: (1) the baseline measure (visit 1) was performed before fitting CL and
(2) the final assessment (visit 2) was performed after seven days of extended
CL wear. For the analysis, eye were categorised and allocated to one of two
groups based on the CL type used (high-Dk or low-Dk).

4.3.1.5. Data analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) statistical package for Windows.

The Saphiro-Wilk test was used to test the normality of the data
distribution. Appropriate parametric tests were used to assess differences.
Descriptive statistics were generated. A student paired t-test was used to detect
differences between the baseline visit and after seven days of CL wear. A
student paired t-test were used to detect differences between high-Dk and low-
Dk CL-wearing eyes. A p value <0.05 was considered statistically significant.
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4.3.2. Results

Twenty eyes from ten volunteers were included in this study (six
women; four men). The mean age was 25 *+ 2.7 years (range: 20 to 28 years).
The mean spherical equivalent refraction was -2.40 + 2.67 D (range: +0.50 to -
7.25 D). Four participants were regular users of CL (three of them were using
HCL, the other one was using RGPCL). All of them discontinued CL use at least
7 days before the beginning of the study.

4.3.2.1. Corneal health evaluation

The examination of the corneal surface revealed one case of
superficial punctual keratopathy attributable to the wear of the low-Dk CL.

4.3.2.2. Central and peripheral corneal thickness

Results for the oedema induced are summarized in table IX.
Statistical significant differences (p>0.05 ANOVA with Bonferroni correction)
were found for all the locations studied except for N5 between the high-Dk and
low-Dk CL groups.

Oedema (%) * SD
High-Dk CL group Low-Dk CL group P*
N5 2.05+2.99 2.84 £2.91 0.577
N4 0.47 +2.23 3.75+2.48 <0.01
CCT -0.05+2.77 3.75 £ 3.67 <0.01
T4 0.65+2.12 274 £2.62 <0.01
T5 0.49+£3.19 1.47 £ 2.33 <0.01

Table IX. Central and peripheral corneal oedema for both study
groups (high-Dk and low-Dk) after seven days of CL wear. SD =
standard deviation. P*: Student's paired t-test.
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No statistical significant differences (p>0.05 student’s paired t-test)
were found between the basal IRP and after seven days of CL wear IRP
measurements for both high-Dk and low-Dk groups (table X). No statistical
significant differences (p>0.05 student’s paired t-test) were found between
groups after seven days of CL wear for the IRP between different corneal

locations (table XI), except for the N5 location.

IRP (%) + SD

Basal 7 days P*
High-Dk CL group
N5/ CCT 1.34 £ 0.03 1.36 £ 0.04 0.149
N4 /CCT 1.22 £ 0.02 1.23 £0.03 0.624
T5/CCT 1.24 £ 0.03 1.24 +0.03 0.833
T4 /CCT 1.12+£0.02 1.13+£0.03 0.529
N5/T5 1.09 £ 0.03 1.10 £ 0.03 0.235
N4 /T4 1.08 £ 0.02 1.08 £ 0.03 0.911
Low-Dk CL group
N5/CCT 1.32 £ 0.03 1.31+£0.05 0.334
N4 /CCT 1.21 £ 0.02 1.21 £ 0.03 0.962
T5/CCT 1.24 £ 0.04 1.20 £ 0.04 0.085
T4 /CCT 1.13+£0.02 1.12+£0.03 0.412
N5/T5 1.07 £ 0.04 1.08 £ 0.04 0.378
N4 / T4 1.08 £ 0.02 1.09 £ 0.02 0.380

Table X. Differences between the IRP (relative peripheral index) along the study time
for all the studied locations (CCT, N5, N4, T5 and T4) in both groups (high-Dk and low-

Dk). SD = standard deviation. P*: Student's paired t-test.
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IRP (%) £ SD
High-Dk CL group Low-Dk CL group P*
N5/CCT 1.36 £ 0.04 1.31+£0.05 0.041
N4 /CCT 1.23+£0.03 1.21+£0.03 0.402
T5/CCT 1.24 £ 0.03 1.20 £ 0.04 0.170
T4 /CCT 1.13+£0.03 1.12 £ 0.03 0.251
N5/T5 1.10 £ 0.03 1.08 + 0.04 0.420
N4 / T4 1.08 £ 0.03 1.09 £ 0.02 0.770

Table XI. Differences in the IRP (relative peripheral index) after
seven days of CL wear for all the studied locations (CCT, N5, N4,
T5 and T4) for both groups (high-Dk and low-Dk). SD = standard
deviation. P*: Student's paired t-test.

4.3.3. Discussion

Differences between the central and peripheral (horizontal meridian)
corneal oedema were assessed in the study described in chapter 4.2. after a
short-period of time (40 minutes) of HCL wear. The results suggested a uniform
corneal oedema distribution throughout the corneal topography of the tissue.
However, a major limitation of the study was the short-term nature of the follow-
up. While such assessments help to elucidate short-term structural changes
and potentially biomechanical mechanisms of the corneal response to hypoxia
during the early stages of oxygen deprivation, they do not represent standard
conditions CL wearing conditions. Therefore, a similarly structured study with a
longer follow-up and extended CL wearing pattern has been performed. In the
present study (4.3), corneal oedema has been evaluated by assessing changes
in IRP at different corneal locations after one week of extended HCL wear
(without removing the lenses during sleep). The CL types used were the same
as in study 4.2.

The results of the present study showed that the IRPs remained
stable after seven days of extended HCL wear (either high-Dk or low-Dk).
These results essentially confirm the short-term findings of study 4.2. (40
minutes of wear), suggesting that hypoxia induced by a medium-term period
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(one week) of CL wear affects the centre and the periphery (horizontal axis) of
the cornea equally.

Both types of CL (high-Dk and low-Dk) have shown the same trend
to induce a uniform thickening at all corneal locations assessed, although it has
been noted that the low-Dk CL led to a significantly higher oedema at all
locations except for N5, where oedema was not statistically different between
high-Dk and low-Dk lenses. These differences between both lens types are
attributed to the different oxygen permeability of each material.

These results agree with studies published by Sanders,’®® who

monitored corneal oedema during six weeks of conventional HCL wear,
Lowther,’®® who monitored oedema during six months of conventional HCL
wear, and Martin,” who evaluated oedema after one week of conventional and
silicone HCL wear. These three studies have concluded that the oedema is
equally distributed in the centre and in the periphery of the cornea.
In contrast, Bonanno®*'®" showed that corneal oedema was greater
centrally than peripherally after two, four, six and 12 weeks of conventional HCL
wear. As a possible explanation the author suggested that corneal peripheral
areas receive oxygen from the limbal vessels, which leads to less hypoxia in the
periphery and a greater degree of hypoxia and associated oedema centrally.
Another possible cause given by the author is the anatomical differences in the
transitional zone between the cornea and sclera. The higher endothelial cell
density in the periphery than in the centre may contribute to the lower degree of
peripheral oedema.

The only reference found in the literature describing greater
peripheral oedema is the work published by Kaluzny,165 who monitored corneal
oedema caused by conventional HCL (etafilcon A) during two, four, and six
weeks of wear. The author attributes this finding to the negative refractive
power of the CL used in the study, providing a lower Dk/t in the peripheral than
in the central zone, which results in less oxygen transmission to the most
peripheral regions of the cornea.

A limitation of the present study is the relatively small number of
participants. Therefore the results should be evaluated cautiously, and any
conclusions drawn should be carefully interpreted.
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4.3.3.1. Pentacam Vs Galilei Comparison

Two different topographers have been used to study differences
between central and peripheral (horizontal meridian) corneal oedema after 40
minutes (Pentacam Scheimpflug topographer, in “Study of the corneal
thickness asymmetry in a short-period of time contact lens wear model”) and
seven days (Galilei Dual Scheimpflug topographer, in “Study of the corneal
thickness asymmetry in a medium-period of time contact lens wear model”) of
CL wear.

Comparing baseline pachymetry values obtained from the different
locations (CCT, N5, N4, TS5 and T4), statistically significant differences (all
peripheral locations) were noted for data obtained with the two types of corneal
topographers (N5, N4, T5 and T4). This suggests that both systems may not be
used interchangeably for assessments of peripheral corneal topography; further
and more detailed analysis would be required to clarify it. These differences
could explain the differences in N5/CCT, N4/CCT, T5/CCT, T4/CCT IRPs
between both topographers. Measurements for the centre of the cornea (CCT)
have yielded no statistically significant differences between both devices.

Previous studies have found similar results, noting a good agreement
on CCT measurements between different techniques and disagreement on
peripheral pachymetry measurements.'”"8

It seems that the range of differences between two different systems
is not constant along the corneal topography, and is progressively larger
moving from the centre to the periphery of the cornea.'’®'8"18 Additionally,
lower repeatability is usually found in the corneal periphery measurements in
comparison with those of the corneal centre.8*'8°

These findings suggest that the accuracy of the different devices to
obtain measurements of peripheral corneal thickness is uncertain, which shows
the unawareness of the true corneal thickness beyond the central area. Several
options have been recently considered as possible reasons that could explain
differences between the instruments: (1) in the case of Galilei Dual Scheimpflug
topographer the superposition of images in the central cornea is greater than in
the periphery due to the rotation of the camera around the optical axis. This
leads to a considerable decrease of the measured data points from the central
to the peripheral cornea.”® (2) The use of unstable reference points (e.g. the
pupil centre rather than the corneal apex),’®® and (3) scan of the vertical
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meridian may due to artefacts such as partial lid coverage (upper and lower
peripheral cornea).'’®'8’

4.3.3.2. Strengths and limitations

This study presents an important advancement over the previous
work (central and peripheral corneal response to hypoxia induced after 40
minutes of HCL wear). This study has not been limited to the assessment of the
immediate response of the cornea to hypoxia, but has extended the initial work
by investigations involving measurements of corneal pachymetry after seven
days of extended HCL wear, a situation that may resemble much more closely
the actual pattern of CL user in patients. However, further studies are required
in long-term CL users to assess the evolving response of the corneal
topography after several years of CL adaptation and to evaluate if the corneal
morphology retains its proportions, e.g. between the centre and the periphery of
the cornea, and between the nasal and temporal periphery.

As in the study described in section 4.2, this work has assessed the
corneal response not only at the centre, but also at four locations of the corneal
peripheral topography, (4 and 5 mm from the corneal apex to nasal and
temporal periphery). However, the imaging instruments available today can
provide information from almost any point of the corneal surface, so a more
exhaustive study of the oedema could be performed not only at four points of
the periphery of the horizontal meridian but including the entire map of the
cornea.

The methodology used to conduct this study, which differs from other
works found in the literature, provides a new approach in the field. Instead of
using absolute differences by comparing corneal thickness changes
(percentages) at each location, the study determined the relative variation in the
proportion between corneal thickness at different locations, by calculating an
index that directly determines how substantial this variation is.

An important limitation of this work is the relatively small size of the
sample, limiting the statistical power of the study and therefore reducing the
precision of the results. The reason for the limited number of subjects was that
the study was designed as part of study 3.3. (which was a first proof of concept,
and so a small sample was considered to perform it).
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Finally, inclusion of the contralateral eye into the study (in which
each subject wore CL in both eyes), may be controversial. ,Previous studies
have described a possible sympathetic effect of an eye over the other in the
corneal oedema induced. 2189

4.3.3.3. Conclusion

In conclusion, corneal oedema induced after seven days of high-Dk
(Lotrafilcon B - Dk=110) or low-Dk CL (Etafilcon A - Dk=28) wear is similarly
evenly distributed between the corneal centre and the corneal periphery
(horizontal meridian). The asymmetry between the central, nasal and temporal
regions does not appear to undergo substantial variations in response to up
seven days of extended CL wear. As expected, the data has shown that low-Dk
lenses induce significantly more oedema than high-Dk lenses at all locations,
except for N5. Despite the significant increase on corneal pachymetry of CCT,
N5, N4 and T4 after seven days of extended low-Dk CL wear, the corneal
proportions remained stable, suggesting a uniform distribution of the corneal
oedema over its surface.
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5. SYNTHESIS

Nowadays, corneal morphology can be evaluated by a wide variety
of techniques that make the process of evaluation quick and easy. However,
despite the huge advancement in imaging technology over the past decades,
the need for new tools allowing the complete understanding of the corneal
physiology is evident.

Slit-lamp evaluation of the cornea has been practiced since 1911,
when Gullstrand introduced its use in clinical practice (more than 100 years
ago). The corneal anatomy can be assessed and pathological signs or corneal
abnormalities identified.

Since the introduction of slit-lamp biomicroscopy, corneal evaluation
has evolved from an assessment of its general health to the acquisition of non-
invasive and in vivo permeability measures of the corneal epithelium and
endothelium; and it is likely that technology will continue to advance. New and
better devices will facilitate even more detailed examination of the cornea,
providing further insights into its structure and function.. The ultimate goal
continues to be to provide the best care to patients in the clinical practice.

This thesis aims to contribute to the study of corneal responses to CL
wear. In order to achieve this aim, a series of projects that included the
assessment of both the physiological response (epithelium and endothelium
permeability) and the morphological response (change in thickness) of the
cornea after HCL wear has been carried out.

To evaluate the physiological response of the cornea to HCL wear,
the effectiveness of the corneal bioimpedance technique in animal model
(rabbits), after one and seven days of HCL use was assessed first. The results,
although controversial, appear to be biologically plausible and, above all, show
that the equipment for measuring corneal bioimpedance is sensitive and
capable of detecting epithelial permeability changes induced by HCL.

Secondly, the safety and effectiveness of this novel non-invasive tool
was assessed in humans, using a strategy of three and seven days of CL wear
and of two different types of CL with different Dk/t characteristics. The results
showed no statistically significant changes in the permeability of either the
epithelium or the endothelium, which is not surprising since both types of lenses
were approved by the FDA (U.S. Food and Drug Administration) for extended
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(etafilcon A, up to seven days) and continued wear (lotrafilicon B, up to 30
days). However, future studies are needed to determine the mechanisms
related to the permeability of the corneal epithelium and its thinning when using
HCL.

To evaluate the morphological response, the distribution of the
corneal thickness changes (oedema) was evaluated at five different locations of
the corneal topography (CCT, N4, N5, T4 and T5), in order to help clarify
whether corneal oedema induced by HCL wear is homogeneously distributed
between the central and the peripheral cornea.

For this, corneal response after 40 minutes (short-term response)
and seven days (medium-term response) of two different Dk/t HCL wear was
studied. In summary, the results showed a uniform distribution of corneal
oedema, both short and medium-term response and for both high and low-Dk
lenses. These results may help to elucidate the controversy surrounding this
issue.

In conclusion, further studies are needed to develop new technology
to complement the existing methods to better define changes of the corneal
physiology and biomechanics, in order to enhance patient care, facilitate clinical
decision-making and to improve the methodology and knowledge about the
interactions between cornea and CL.
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Introduccién

1.1. Justificacion

JUSTIFICACION

La morfologia y la fisiologia corneal se ven alteradas por el uso de
lentes de contacto (LC). El impacto que éstas producen sobre la superficie
ocular ha sido (y continua siendo) una materia profundamente estudiada por
clinicos e investigadores. La literatura disponible en este campo es tan
abundante como numerosos los efectos que provoca el uso de las LC en la

cornea.

A nivel morfoldgico, una de las alteraciones mas estudiadas es el
aumento del espesor de la cérnea provocado por el uso de LC, conocido como
edema corneal. El grado de edema se determina clasicamente calculando el
porcentaje de cambio del grosor corneal secundario al uso de LC y es un
parametro globalmente aceptado para valorar el impacto de éstas sobre la
coérnea y determinar asi la seguridad de su uso. La medida del edema corneal
se obtiene de manera rutinaria unicamente en la localizacion central de la
cérnea, por lo que en la practica clinica el efecto de las LC sobre el grosor
corneal periférico suele pasar inadvertido. Recientemente se ha postulado que
el edema inducido por el porte de LC hidrofilicas (LCH) es similar en centro y
periferia corneal.” Sin embargo se trata de una afirmacién controvertida, pues
diferentes trabajos defienden distintas hipdtesis sobre el comportamiento del

edema a lo largo de la topografia corneal como se describira mas adelante.

75
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Ademas, la progresion del engrosamiento desde el centro corneal
hacia la periferia o las diferencias paquimétricas entre la periferia nasal y
temporal apenas se han tenido en cuenta en estudios previos al evaluar el
edema corneal producido por el porte de LC. En este trabajo se propone
evaluar y cuantificar el impacto que una LC ejerce sobre el grosor corneal no
s6lo en términos del porcentaje del cambio en la paquimetria central antes y
después del porte de la lente (edema), sino estudiando ademas el
comportamiento de la asimetria entre el centro y la periferia de la cérnea y la
asimetria entre la periferia nasal y temporal de la misma. Este estudio aportaria
nuevo conocimiento que podria ayudar a dilucidar los mecanismos
morfologicos del edema corneal y conocer mejor la respuesta de la cornea a la
hipoxia inducida por el uso de LC.

A nivel fisiologico, esta aceptado que la cérnea se edematiza cuando
los mecanismos de mantenimiento del nivel de deshidratacion corneal fallan
produciéndose un aumento de su espesor y consecuentemente una pérdida de
su transparencia.®> La responsabilidad de mantener dicho nivel de
deshidratacion cae sobre el endotelio corneal, que cumple una funcion activa o
metabdlica, y una funcién pasiva o de barrera entre la camara anterior y el
estroma de la cérnea de tal manera que mantiene el equilibrio entre los fluidos
de ambas partes. Cuando la funcion del endotelio se ve alterada se produce un
desequilibrio en el intercambio de fluidos y el consiguiente engrosamiento de la

cornea.

En la actualidad solo se dispone de una herramienta para la
evaluacion directa de la funcion barrera del endotelio corneal en humanos in
vivo: la fluorofotometria. Basicamente consiste en la instilacion de fluoresceina
en la superficie corneal y determinar un tiempo después la concentracién de
ésta sustancia en cornea y camara anterior por métodos Opticos no invasivos.

Esta técnica no ha experimentado apenas evolucién desde que los autores

76



Capitulo 1

Introduccién

Jones y Maurice® propusieran en 1966 un método matematico basado en la
mecanica de fluidos para evaluar la permeabilidad del tejido corneal. Con el
paso de los afios, ligeras modificaciones se fueron introduciendo tanto en el
método matematico como en los procedimientos seguidos para realizar la
medida, sin llegar a popularizarse ni a nivel clinico ni a nivel cientifico, ya que
esta técnica cuenta con una serie de inconvenientes que seran detallados mas
adelante y que la convierten en una técnica poco fiable. A pesar de ello, sigue
siendo la unica herramienta disponible para evaluar la funcién barrera no solo
del endotelio sino también del epitelio corneal en humanos in vivo, por lo que

se hace necesario impulsar investigaciones en esta direccion.

Parece por lo tanto razonable buscar nuevas tecnologias capaces de
determinar cuantitativamente el estado de la funcion barrera del endotelio y
epitelio corneal, que puedan ser aplicadas a la evaluacion no solo de usuarios
de LC sino también al estudio de diferentes distrofias endoteliales, evaluacién
de la idoneidad de coérneas donadas para su trasplante, monitorizacion de
pacientes sometidos a cualquier tipo de cirugia susceptible de causar edema

corneal, etc.

Un abordaje diferente para la cuantificacion de la funcion barrera de
estas capas es el aportado por el estudio de las propiedades eléctricas pasivas
de la cornea.* Desafortunadamente, las investigaciones conducidas hasta el
momento en esta materia no pueden ser transferidas a la practica clinica en
humanos debido a su metodologia altamente invasiva. Estos estudios se
concentran en trabajos in vitro o experimentacion animal. Sin embargo,
recientemente se ha propuesto una nueva técnica, denominada bioimpedancia
corneal, también basada en el estudio de las propiedades eléctricas pasivas de
la cornea que permite determinar la permeabilidad del epitelio y del endotelio
corneal de manera no invasiva en modelo animal in vivo. En este trabajo se ha

evaluado la capacidad del método de medida de la bioimpedancia corneal para
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detectar cambios secundarios a la hipoxia inducida por el uso de LC en modelo
animal y la seguridad de la técnica en humanos in vivo, valorando la posible
transferencia de esta tecnologia a la practica clinica para analizar los cambios
en la funcidn barrera epitelial y endotelial que provoca el uso de LC. La
aplicacion de esta nueva herramienta al estudio de la funcion barrera del
epitelio y endotelio corneal en humanos in vivo permitiria profundizar en el
conocimiento de los mecanismos fisioldgicos que producen edema corneal

como respuesta a la hipoxia inducida por el uso de LC.

En resumen, en este trabajo se estudia el edema corneal provocado
por el porte de LC desde dos enfoques diferentes; uno mas clasico, desde el
punto de vista anatomico (analizando las diferencias en la respuesta corneal en
distintas zonas de su topografia e intentando aclarar la controversia existente
sobre la respuesta corneal central y periférica secundaria al porte de LC) y otro
mas innovador, intentando un abordaje desde el punto de vista funcional
(aplicando una nueva tecnologia para evaluar los cambios en la permeabilidad
de las barreras corneales ocurridos por el uso de LC y determinando su
seguridad en humanos). Los resultados de este trabajo aportan evidencia
cientifica de primer nivel (evidencia tipo I-Il),° que podria utilizarse para incluir
recomendaciones clinicas en protocolos, guias clinicas, y pautas de adaptacion
de LC entre otros; aumentando la seguridad de los usuarios de LC.
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1.2. Hipoétesis

HIPOTESIS

Los cambios producidos en la fisiologia corneal inducidos por el uso
de lentes de contacto hidrofilicas de distinta permeabilidad pueden evaluarse in
vivo de manera segura analizando los cambios en la funcién barrera epitelial y
endotelial empleando la medida de la bioimpedancia. Asi mismo, los cambios
producidos en la morfologia corneal secundarios al uso de lentes de contacto
hidrofilicas de distinta permeabilidad no modifican la distribucion paquimétrica
de la cérnea en el centro y la periferia, distribuyéndose el edema de manera
homogénea por la topografia corneal.
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1.3. Objetivos

OBJETIVOS

1. Determinar la capacidad de la técnica de medida de la
bioimpedancia corneal para detectar cambios en la permeabilidad
epitelial en conejos inducidos por el porte de LCH.

2. Determinar la seguridad de la técnica de medida de la

bioimpedancia corneal en humanos in vivo.

3. Determinar la capacidad de la técnica de medida de la
bioimpedancia corneal para detectar cambios en la permeabilidad
del epitelio y del endotelio corneal humano inducidos por el porte
de LCH de diferente permeabilidad al oxigeno.

4. Evaluar la distribucion topografica del edema corneal inducido por
el uso de LCH de diferente permeabilidad al oxigeno durante un
corto plazo de porte, y establecer si el edema se reparte
homogéneamente entre centro y periferia 0 se acentua mas

dependiendo de la zona corneal.
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5. Evaluar la distribucion topografica del edema corneal inducido por
el uso de LCH de diferente permeabilidad al oxigeno durante un
medio plazo de porte, y establecer si el edema se reparte
homogéneamente entre centro y periferia o se acentua mas

dependiendo de la zona corneal.
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2.1. Anatomia de la cornea

ESTRUCTURA

corneal

La cornea es el elemento con mayor poder refractivo del ojo,
contribuyendo aproximadamente con 43 de las 60 dioptrias (D) del sistema
optico ocular, por lo que aporta algo mas del 70% de la refraccion total.® En un
humano adulto mide aproximadamente 11 mm en el meridiano vertical y 12 mm
en el meridiano horizontal,” y su radio anterior de curvatura es de 7,8 mm de
media.® La cérnea tiene un grosor aproximado de 535 um® y esta conformada
por 5 capas diferentes: el epitelio, la lamina de Bowman, el estroma, la
membrana de Descemet y el endotelio (figura 2.1). En esta seccion se
describiran brevemente las principales caracteristicas de su morfologia.

.... — Epitelio

— Bowman

f' | Estroma

- Descemet

Endotelio

Figura 2.1. Estructura de la cérnea.
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2.1.1. Epitelio

El epitelio corneal (figura 2.2) es la capa que limita la cérnea con el
medio ambiente, por la tanto es la mas externa de todas y la que esta en
contacto con la lagrima y la atmdsfera. Cuenta con un grosor medio de entre 50
y 60 um (aproximadamente el 10% del espesor total de la cérnea).” Esta
compuesta por 5-7 capas de células, principalmente de tres tipos diferentes:
una unica fila de células basales, 2 o 3 filas de células aladas y otras 2 o 3 filas
de células superficiales.” Las células basales del epitelio corneal poseen
funcién mitética, lo que supone una constante renovacion de las mismas.' Las
células que proliferan se diferencian y migran hacia filas mas superficiales para
reemplazar a las dafiadas o muertas. El ciclo de vida aproximado de una célula
epitelial desde que nace, migra y muere es de entre 7 y 14 dias,”" lo que
supone una gran ventaja para mantener un epitelio sano rapida vy

constantemente.

Figura 2.2. Imagen del epitelio corneal humano obtenida mediante microscopia 6ptica
(40x). (Cortesia del laboratorio de Anatomia Patologica Ocular, IOBA)

Esta capa tiene por un lado una funcion protectora para el ojo al
impedir el paso de agentes patdgenos para el medio ocular'? y por otro el de
absorber oxigeno y otros nutrientes necesarios para llevar a cabo las funciones

metabdlicas que tienen lugar en el tejido corneal.”® También es importante que
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mantenga una homogeneidad a lo largo de toda su superficie, contribuyendo a
la estabilizacion de la pelicula lagrimal, para evitar la degradacion de la imagen

dptica y consecuente pérdida de calidad visual.™

2.1.2. Lamina de Bowman

Situada a continuacién del epitelio se encuentra la lamina de
Bowman, que tiene un grosor medio de entre 8 y 12 um,’ y va adelgazando con
la edad hasta perder un tercio de su grosor aproximadamente.”® Es una
estructura acelular, compuesta por fibras de colageno y matriz extracelular.'®
Aunque su rol no esta completamente dilucidado, se cree que esta capa se
encarga de proteger la inervacion subepitelial, acelerar la recuperacion
sensorial del epitelio o impedir la afectacion estromal en patologias como la
insuficiencia limbica, el pterigium o tumores epiteliales."” De cualquier manera
se cree que tiene una funcion superflua, ya que es una capa que carece de
capacidad regenerativa y existen estudios que confirman la estabilidad del
resto de tejido corneal a pesar de su ausencia (debido a traumatismos o

cirugias)."®

2.1.3. Estroma

La siguiente capa corneal es el estroma, que comprende
aproximadamente el 90% del total del grosor corneal’® (tomando como
referencia un grosor corneal total de aproximadamente 535 um,? el espesor del
estroma seria de unas 480 ym). Estda compuesto por una matriz extracelular
formada por queratocitos distribuidos entre las fibras de colageno
(principalmente de tipo ) regularmente ordenadas en laminas paralelas.” Esta

regular estructura es la responsable de que la cornea produzca una minima
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dispersion de la luz (menos del 1%)? dando lugar a una cérnea transparente.
El incremento del espesor estromal debido al aumento de la cantidad de agua
en su matriz provoca desorden en el espacio regular y constante de sus fibras
de colageno, lo que (dependiendo del tamafo del edema) puede conducir a
pérdida de transparencia corneal y por lo tanto de la funcion principal de la

cérnea como elemento refractivo.?’

2.1.4. Membrana de Descemet

La membrana de Descemet se encuentra adherida al estroma. Tiene
un espesor aproximado de 10 ym y es una membrana que se engrosa
progresivamente con la edad® hasta alcanzar valores alrededor de las 20
um.?® Se compone basicamente de colageno tipo IV.”

2.1.5. Endotelio

El endotelio corneal es la capa mas interna de la cérnea, limita con
la camara anterior y esta en contacto con el humor acuoso. Es una capa
monocelular de entre 4 y 6 ym’ de grosor con la apariencia de un mosaico de
células hexagonales (figura 2.3). Su funcidn principal es la de mantener el nivel
normal de deshidratacion de la cornea y evitar el edema, con el fin de prevenir

la pérdida de transparencia corneal.?’

Las células del endotelio no tienen capacidad regenerativa®® o esta
muy limitada,?* por lo que se produce una reduccidn progresiva en su numero
con la edad.?* En un adulto joven (alrededor de 30 arios de edad), la densidad

celular es de entre 2700 y 2900 células/mm?.%> El umbral critico para mantener
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la integridad del endotelio y por consiguiente para mantener la transparencia
corneal y la funcion visual®* es de 400-500 células/mm?.

La respuesta a la pérdida de células endoteliales es una migracion y

expansion de las células adyacentes supervivientes, que cubren los huecos

creados y se unen de nuevo manteniendo la barrera endotelial.?®

Figura 2.3. Imagen del endotelio corneal humano obtenida mediante
microscopia especular.
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2.2. Fisiologia de la cornea

FUNCION BARRERA

de epitelio y endotelio

La principal funcién del epitelio de la cérnea es la proteccion ante
agentes infecciosos.' El endotelio corneal por su parte se encarga de
mantener el estado de relativa deshidratacion corneal y con ello su
transparencia.?’ Las uniones intercelulares denominadas "tight junctions" son
las encargadas de que ambas capas cumplan esta funcion.?® Esta seccion
revisa brevemente los fundamentos basicos de la funcién barrera de epitelio y
endotelio para contextualizar el uso de la técnica empleada, bioimpedancia

corneal, en los experimentos que conforman la presente Tesis Doctoral.
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2.2.1. Tight junctions

Desde un punto de vista funcional, el rol de todo tejido epitelial o
endotelial es el de proteger del exterior el medio al que limita y tapizarlo o
cubrirlo por la zona interna.?® Asi ocurre con la piel, el tracto gastrointestinal,

tracto respiratio, epitelio y endotelio corneal, etc.

Para cumplir con su funcién es indispensable que las células que
componen dichos epitelios se encuentren estrechamente unidas, sellando los
espacios entre células adyacentes de tal manera que se cree una barrera
mecanica y quimica frente al medio externo. Estas uniones de los espacios
intercelulares tienen lugar gracias a los complejos de unidn denominados tight

junctions (TJ) o uniones estrechas.?

Las uniones celulares del tipo TJ se localizan en la zona apical entre
los espacios intercelulares.’® Clasicamente se entiende su funcién como la
creacion de una barrera entre el exterior y el interior impidiendo el libre flujo de
sustancias a su través y regulando el paso de iones, agua y otras moléculas
por los espacios entre célula y célula.?® También son la primera linea de

defensa frente a agresiones mecanicas (piel, epitelio corneal, etc.).*

La disfuncion de las TJ estad intimamente ligada a diferentes
condiciones patoldgicas en el humano dependiendo del tejido afectado (edema,
retinopatia diabética, asma, dermatitis atdpica, esclerosis multiple, infecciones

virales, cancer, etc.).?
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2.2.2. Funcidn barrera del epitelio

Las células superficiales del epitelio corneal estan estrechamente
unidas por la zona apical de sus paredes laterales mediante uniones
intercelulares de tipo TJ*' (figura 2.4). Su propdsito es el de actuar como
primera linea de defensa (tanto mecanica como quimica) de la cérnea.'® Esta
funcién de barrera impide el paso de organismos patégenos y pérdida de
fluidos, ofreciendo resistencia a invasiones infecciosas como la queratitis
microbiana (una de las complicaciones mas graves de las reportadas entre los
usuarios de LC hidrofilicas).*? Por consiguiente, para que el epitelio corneal
lleve a cabo su funcidén de barrera, es imprescindible su continuidad mediante
las uniones TJ a lo largo de toda su superficie. Cualquier brecha o rotura de su
integridad proporciona una ruta de entrada para patdogenos en la cdérnea,
constituyendo una amenaza para la salud ocular y la vision. La funcion barrera
del epitelio corneal puede verse comprometida, entre otros factores, por el uso
de LC,* efecto de las soluciones de mantenimiento de LC,*® cualquier dafio de
tipo mecanico,* y otros.

Funcion barrera

v

o o @®

Figura 2.4. Representacion de la funcion barrera del epitelio
corneal. Las tight junctions regulan el paso de moléculas a
través de los espacios paracelulares.
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Afortunadamente, las células epiteliales proliferan rapida vy
continuamente.”® Este proceso ciclico de renovacion de epitelio corneal se
traduce en un mantenimiento continuo de su funcién de barrera (apartado
2.1.1.).

2.2.3. Funcion barrera del endotelio

El endotelio corneal es la capa que tapiza la cornea por su parte
interna, separando el estroma de la camara anterior. Su funcién consiste en
mantener el estado normal de relativa deshidratacion de la cérnea v,
consecuentemente, la transparencia de este tejido necesaria para que en su

conjunto cumpla su funcién éptica.?’

Para llevar a cabo su funcién, el endotelio corneal se comporta como
una membrana parcialmente permeable al paso de diferentes moléculas en
ambas direcciones: desde la camara anterior hacia el estroma (funcion pasiva o
barrera) y desde el estroma hacia la camara anterior (funcion activa o bomba
metabdlica)®® (figura 2.5). Ambas funciones son complementarias y necesarias,
conduciendo hacia un equilibrio entre la cantidad de agua que entra y sale del
estroma y evitando por la tanto la edematizacion del tejido estromal.

En el caso de la funcién pasiva o funcion barrera del endotelio, al
igual que sucede con el epitelio, ésta se debe a las fuertes uniones
intercelulares que se encuentran en la zona apical de las células endoteliales o
TJ.?8 Su funcién es la de presentar resistencia y por tanto regular el paso de
solutos y agua hacia el estroma a través de la via intercelular, sin embargo no

se trata de una barrera completamente impermeable, pues el paso de ciertas
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sustancias es necesario para la llegada de nutrientes al estroma desde la

camara anterior.>®

. Est
Bomba metabdlica siroma

‘ Cﬁ) ‘ CID ‘ CI) ‘ Endotelio
!

Funcioén barrera Humor
acuoso

L

J

J L

Figura 2.5. Representacion de la funcién barrera y bomba metabdlica del endotelio
corneal. Ambas funciones colaboran para mantener en equilibrio la relativa
deshidratacion de la cornea.

En la direccion opuesta, desde el estroma hacia la camara anterior,
actuan las bombas metabdlicas de las células endoteliales (conocidas como
bombas NA'-K") que se encargan de equilibrar el paso de fluidos hacia el
estroma.*® Para el correcto funcionamiento de esta bomba endotelial es
necesaria energia proveniente de la glucosa del humor acuoso y el oxigeno de

la lagrima.®

Bajo condiciones fisiologicas normales, la funcion barrera del
endotelio y la bomba metabdlica trabajan conjuntamente para mantener la
desturgescencia de la cérnea.* Sin embargo, la disfuncién de las uniones TJ
produce una disminucion de la resistencia que ofrece el endotelio al paso de
moléculas al estroma, lo que provoca un aumento de la permeabilidad del
endotelio traducido en un mayor paso de fluidos desde el humor acuoso y en
término final, aparicion de edema corneal® (figura 2.6).
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Figura 2.6. Representacion de la regulacién de la fisiologia corneal en una cérnea
normal (izquierda) y en una cérnea edematizada (derecha). Cuando la funcién barrera
del endotelio corneal falla, permite una mayor filtracion desde la camara anterior hacia
el estroma. La funcién de la bomba NA’-K' no es capaz de contrarrestar esta
alteracion, y el equilibrio entre ambas funciones se pierde, lo que provoca edema
corneal. (Adaptacién de Srinivas, SP. 2010)?®
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2.3. Evaluacién de la fisiologia corneal

TECNICAS

indirectas

En 1880 Blix determind por primera vez el espesor de la cérnea
humana in vivo.®” Desde entonces, los avances para obtener el valor de la
paquimetria corneal de la manera mas precisa posible han ido en constante
crecimiento. El salto mas grande se dio durante el siglo XX, con el desarrollo de
nuevas tecnologias que resultaron en un amplio rango de herramientas
disponibles para la medicidén de distintos parametros de la cornea, evaluacién
de su salud y monitorizacion y manejo de sus afecciones. El proposito de esta
seccion es el de revisar brevemente las caracteristicas mas importantes de las
diferentes tecnologias utilizadas actualmente en la practica clinica para evaluar
el espesor de la cornea. Estos dispositivos obtienen el valor de la paquimetria

corneal de distinta manera.

Para determinar el grado de edema corneal se calcula la diferencia
en la paquimetria antes y después de una situacion dada (porte de LC, cirugia
corneal, disfuncion endotelial, y otras). Clasicamente el edema se expresa
como el porcentaje de cambio en el espesor corneal®® (tabla 2.1).

% edema = [(Pfinal' Pbasal)/ Pbasal] x 100

Tabla 2.1. Férmula empleada para calcular el porcentaje
de edema. Psna = paquimetria final. Ppasa = paquimetria
basal.
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2.3.1. Microscopia especular

En 1920, Vogt introdujo la biomicroscopia especular como una
técnica para visualizar el endotelio corneal humano in vivo observando la luz
reflejada desde esta capa.®® Sin embargo, no fue hasta finales de los afios 60
cuando esta técnica comenz6 su verdadera evolucion gracias a Maurice,*® y
tecnologias mas sofisticadas fueron presentadas permitiendo una evaluacion
corneal mas exhaustiva. Los actuales microscopios especulares son
instrumentos dpticos de no contacto que utilizan tecnologia de autofoco.”’
Proporcionan medidas de la paquimetria corneal y la posibilidad de realizar un
profundo analisis de las células del endotelio: densidad celular, polimegatismo,
pleomorfismo, identificacion de blebs, etc.

2.3.2. Paquimetria ultrasonica

El uso de los ultrasonidos para la exploracion ocular data de los
afios 50, con los trabajos de Mundt y Hughes*? y Baum y Greenwood.*” La
paquimetria ultrasonica mide el espesor de la cornea emitiendo energia desde
de la sonda que esta en contacto con la cornea. Parte de esta energia vuelve
reflejada en forma de eco. El tiempo que tarda en regresar a la sonda es la

informacion utilizada para calcular el espesor corneal.

Esta técnica presenta una serie de ventajas como su facil uso, ser
un dispositivo portatil o un bajo coste en comparacion con la mayoria de las
tecnologias modernas que miden el espesor corneal. Se considera el Gold
Standard para obtener la paquimetria corneal. Sin embargo, y aunque es una
herramienta esencial en la practica clinica, no esta exenta de limitaciones:

instilacién obligada de anestesia tdpica sobre la superficie corneal (debido al
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contacto directo de la sonda con la cornea), incomodidad del paciente, o
dificultad a la hora de colocar repetidas veces la sonda perpendicular a la

cornea y siempre en el mismo punto.***°

2.3.3. Microscopia confocal

La cornea humana fue examinada mediante microscopia confocal
por primera vez in vivo en 1990.%° Esta técnica se basa en el principio confocal:
los caminos de iluminacion y deteccidon comparten el mismo plano focal (de
aqui el término “confocal”), solucionando el problema de la luz desenfocada de

la microscopia convencional.

Esta técnica proporciona paquimetria corneal total y epitelial, y es
también capaz de evaluar la cérnea a nivel celular*’ por lo que cualquier
cambio en la morfologia celular o la presencia de estructuras anémalas pueden
ser detectadas in vivo. También permite la evaluacién no invasiva de los
nervios corneales*® y la cuantificacion de la densidad de queratocitos del

estroma o la densidad celular del endotelio, entre otras capacidades.**"

2.3.4. Tomografia de coherencia optica

La tomografia de coherencia optica (OCT, siglas en inglés) aparecio
por primera vez en 1991 para la evaluacion del segmento posterior del ojo.52
Tres anos después, en 1994, aparecieron las primeras referencias de
evaluacion del segmento anterior mediante OCT.>® Desde entonces, el
refinamiento de esta técnica ha ido progresando hacia el analisis del segmento
anterior. La tecnologia OCT se basa en interferometria de baja coherencia.
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Mide el retardo de la luz infrarroja (1310 nm) reflejada desde las diferentes
estructuras del segmento anterior en comparacidon con una reflexiéon de

referencia.

En la actualidad existen dos tipos diferentes de OCT en el mercado:
los OCT de dominio en el tiempo (TD - OCT, del anglosajon time-domain), en
los cuales la variacion de la posicion del espejo de referencia produce las
imagenes transversales; y los OCT de dominio espectral (SD - OCT, del
anglosajon spectral-domain), en los que el espejo de referencia es fijo lo que
permite una mayor velocidad de adquisicién debido a la ausencia de elementos
mecanicos.”>* Ademas de una mayor velocidad de captura de la imagen, los SD
- OCT poseen una mayor resolucion, lo que permite la visualizacion de mas
detalles de la estructura del tejido examinado. Sin embargo, los TD - OCT son
capaces de mostrar todas las estructuras del segmento anterior en una sola

imagen, mientras que los SD - OCT procesan unicamente una pequeia parte.®?

La técnica del OCT proporciona una amplia variedad de mapas
paquimétricos de la cornea, incluyendo medidas del resto estromal y espesor
del flap después de cirugia refractiva.®®> Una de las mayores ventajas del
sistema OCT es que permite medir el espesor corneal sin necesidad de retirar
la LC en el caso de los usuarios de LC, lo que lo convierte en una excelente
herramienta para monitorizar cambios en el espesor corneal secundarios al
porte de LC.>®

La técnica OCT es también capaz de evaluar diferentes estructuras
del segmento anterior a parte de la cérnea, incluyendo las dimensiones de la
camara anterior (profundidad de la camara anterior, angulo iridocorneal y
distancia de angulo a angulo, entre otras), y analizar el cristalino (espesor y
densidad).*®
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También permite hacer una medida precisa de la localizacion de los
anillos corneales intraestromales en los pacientes con queratocono®® o

visualizar las lentes faquicas intraoculares después de su implantacion.

2.3.5. Topografia de elevacion

En 1995 aparecid la topografia de elevacidon por escaner de
hendidura, una combinacién de una técnica de proyeccion (escaner de
hendidura) y otra de reflexion (principio de los discos de Placido). Su objetivo
era el de proporcionar medidas de la curvatura anterior y posterior de la cornea
y obtener mapas de su estructura.”” El Orbscan Il (Bausch and Lomb Inc.,
Rochester, NY, USA) es el unico dispositivo disponible en el mercado que
emplea esta tecnologia actualmente.®® Ofrece una amplia gama de variables y
mapas, incluyendo mapas paquimétricos de la cornea, su poder optico,
profundidad de la camara anterior, distancia blanco-blanco, y otros datos del

segmento anterior del iris y critalino.*

El Orbscan Il determina el espesor corneal como la diferencia entre
la superficie anterior y posterior de la cornea. Esta informacion se muestra en
forma de mapas que siguen un cédigo de colores, donde el verde representa el
rango esperado de paquimetria corneal, el purpura y colores calidos indican
areas mas gruesas Y el rojo indica areas mas delgadas. Estos mapas también
incluyen valores numéricos para la paquimetria corneal. En comparacion con el
Gold Standard (la paquimetria ultrasénica) puede proporcionar valores de
paquimetria significativamente diferentes, por lo que el fabricante sugirid
introducir un factor acustico de 0,92 para transformar las medidas del Orbscan
Il en sus equivalentes de paquimetria ultrasénica.®® Sin embargo, el uso de
cualquier factor acustico es controvertido, y diferentes autores recomiendan no

utilizarlo cuando se requiere una evaluacion prospectiva del paciente.®'
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2.3.6. Topografia de Scheimpflug

Theodor Scheimpflug fue un cartégrafo de la marina austriaca, y fue
quien primero introdujo el principio de Scheimpflug en el campo de la fotografia
a comienzos del siglo XX.®® El principio de Scheimpflug describe la condicidn
optica de las imagenes en las que el plano de un objeto no es paralelo a la
pelicula de la camara. Se ha aplicado en el campo de la oftalmologia desde
finales de los afios 50, cuando Drews propuso su uso para obtener imagenes
del segmento anterior del 0jo.°*®® Sin embargo, esta técnica no comenzé a
emplearse en la practica clinica hasta la aparicion en 1995 de nuevos
instrumentos, incluyendo el Pentacam (Oculus Optikgerate GmbH, Wetzlar,
Alemania) y el Galilei (Ziemer Group, Port, Suiza).®® Ambos dispositivos
comparten muchas de sus caracteristicas y miden basicamente los mismos
parametros corneales que el Orsbcan Il, incluyendo elevacion corneal,
curvatura y espesor. Es mas, el Pentacam representa sus mapas siguiendo el
mismo codigo de colores que emplea el Orbscan Il en sus mapas, donde el
verde simboliza valores normales y los colores rojizos indican valores

anormales.

De manera similar a la topografia de elevacién, la topografia de
Scheimpflug describe un amplio rango de parametros corneales, variables y
mapas, incluyendo datos de la topografia anterior y posterior de la cérnea,
queratometria, radio de curvatura, poder corneal (con la cantidad y eje del
astigmatismo), datos de la paquimetria (espesor corneal en el centro de la
cérnea, en el apex, en el punto mas delgado de la cérnea, en localizaciones de
la periferia corneal, etc.), excentricidad corneal, profundidad de la camara
anterior, diametro pupilar, tamano del angulo iridocorneal, opacificacion vy

espesor del cristalino, entre otros.®’
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Al igual que la topografia de elevacion, la principal ventaja de la
técnica de Scheimpflug es que es un método de no contacto con rapidos
tiempos de adquisicion, ademas de permitir facilidad de uso sin pasar por un
largo periodo de aprendizaje.®®

2.3.7. Uso de la fluoresceina en la evaluacion ocular

La fluoresceina es una molécula que posee la propiedad de emitir
luz verde fluorescente cuando recibe fotones de una longitud de onda de
aproximadamente 490 nm (luz azul cobalto). Fue sintetizada por primera vez

por Baeyer en 1871,%

aunque fue Pfluger quien propuso su aplicacion para la
evaluacién de abrasiones corneales en 1882.°° Desde entonces, y en
combinacion con la lampara de hendidura, su uso en el ejercicio clinico para la
evaluacion de la superficie corneal se ha extendido convirtiéndose en una
practica rutinaria en cualquier consulta de optometria u oftalmologia. Algunos
de los principales usos de la fluoresceina son detectar defectos, queratitis o

70
,

erosiones en el epitelio corneal,”™ asi como para evaluar la superficie ocular en

usuarios de LC"" u otras condiciones clinicas.

La fluoresceina se instila de manera topica sobre la superficie
anterior del ojo y rapidamente se mezcla con la pelicula lagrimal, dando un tinte
amarillento a la superficie corneal (visto con luz blanca). Al observar con luz
azul cobalto, las areas dafadas seran identificadas por un color verde
fluorescente. Asi, se puede realizar de manera rapida y sencilla una evaluacion
macroscopica de los defectos de la superficie anterior del ojo, aunque la
informacion obtenida no pueda relacionarse de manera objetiva con el estado
de la funcién barrera o permeabilidad del epitelio o endotelio corneal, y se trate
de una cuantificacidn subjetiva a la hora de gradar la severidad de los
hallazgos.
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2.4. Evaluacién de la fisiologia corneal

TECNICAS

directas

Desafortunadamente, las técnicas para la evaluacion directa y de
manera cuantitativa del estado de la fisiologia corneal no han evolucionado tan
rapido como aquellas técnicas destinadas a la evaluacién de la morfologia de
este tejido, que permiten la valoracion indirecta del estado de la homeostasis
corneal. De hecho, hasta la fecha la unica técnica que ha conseguido cierta
aplicabilidad dentro de la investigacion en contactologia para evaluar el estado
de la funcion barrera del epitelio y endotelio corneal en humanos in vivo es la
medida de la fluorofotometria, un método que consiste basicamente en instilar
fluoresceina sobre la superficie corneal y calcular la cantidad que penetra a
través de estas capas hacia estructuras mas profundas del ojo.72 También es
posible evaluar el estado de la funcion barrera de epitelio y endotelio mediante
el estudio de las propiedades eléctricas pasivas del tejido in vivo aunque de
momento solo es aceptable su aplicacion en modelos de experimentacion
animal, pues la técnica empleada resulta demasiado invasiva para su

implantacién en la practica clinica.”

El objetivo de esta seccion es el de revisar las caracteristicas mas
destacadas de estos dos métodos empleados en la actualidad para evaluar el
estado de las barreras corneales.
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2.4 1. Fluorofotometria

En 1952 Langley y MacDonald’* sugirieron por primera vez instilar
fluoresceina sobre la superficie corneal para observar después como ésta
penetraba hasta el humor acuoso a través del endotelio. Después de varios
intentos fallidos por parte de distintos autores a lo largo de los afios siguientes,
fueron Jones y Maurice los que publicaron en 1966 los principios de la técnica
de la fluorofotometria para la evaluacion de la dindmica del humor acuoso.® En
los afios 70, Ota’ y Yablonsky’® introdujeron algunas mejoras matematicas
que simplificaron la técnica y, desde entonces, este método apenas ha
experimentado evolucion: la misma metodologia descrita entonces se sigue

77,78

empleando hoy en dia, a pesar de ser una técnica que presenta

importantes inconvenientes.

La fluorofotometria es una técnica no invasiva capaz de determinar
por meétodos Opticos la concentracion de fluoresceina en los tejidos vy
compartimentos oculares. Aprovecha la caracteristica de fluorescencia de la
molécula de la fluoresceina para calcular su concentracion en un medio
determinado. De esta manera, cuando la fluoresceina recibe fotones de una
longitud de onda de aproximadamente 490 nm (luz azul cobalto) emitira fotones
a aproximadamente 525 nm (luz verde). El fluorofotometro recoge la luz
cercana a esta longitud de onda y cuantifica el numero de fotones a lo largo del
eje ocular. La estimacion de la permeabilidad del epitelio y el endotelio corneal
mediante la medida de la fluorofotometria consiste por tanto en la instilacion de
fluoresceina sobre la superficie de la cornea y calcular los cambios en el tiempo
de su concentracion en cornea (funcidon barrera del epitelio) y camara anterior

(funcion barrera del endotelio), utilizando un fluorofotémetro.
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Sin embargo, a pesar de que esta técnica es la unica utilizada para
evaluar el estado de la funcion barrera de epitelio y endotelio, la
fluorofotometria esta lejos de ser una técnica fiable: se trata de un método que
consume un tiempo excesivo,’® de baja repetibilidad,®’ y que necesita un mayor
refinamiento para hacer de ella una herramienta clinica verdaderamente
uatil.”>®" Ademas, existen una serie de factores que afectan a la intensidad o
brillo de la fluorescencia de la molécula de fluoresceina que son dificiimente
controlables al realizar la medida de la fluorofotometria y que también podrian
contribuir a la falta precision de la técnica, como son el pH de la superficie
corneal (la absorcion y emision de luz por parte de la molécula de la

7082 4 |3 distribucion

fluoresceina es dependiente del pH de la superficie ocular)
de la fluoresceina en el medio estudiado (la intensidad de la fluorescencia es
mayor en areas con mayor concentracion de ésta molécula, como en el

menisco lagrimal).®®8

La inconsistencia entre diferentes estudios que han empleado esta
técnica pone de manifiesto estas carencias. McNamara®* reporté un incremento
medio del 41% en la permeabilidad epitelial después de 1 hora de porte de LC
hidrofilicas con los parpados ocluidos, mientras que Lin®® no hallé cambios en
la permeabilidad epitelial en sujetos que llevaron LC hidrofilicas en las mismas

condiciones.

En cuanto al endotelio, Dutt®® encontré un incremento significativo de
la permeabilidad endotelial en un grupo de usuarios de LC (con una media de 4
afios de uso) frente a un grupo de sujetos control. Sin embargo, Bourne®” no
hallé6 cambios significativos en la funcion barrera endotelial en un grupo de
usuarios de LC (con al menos 5 afnos de uso) frente a un grupo de sujetos
control. Finalmente, Chang’® reporté un descenso de la permeabilidad
endotelial en dos grupos de usuarios de LC (divididos en funcién del tiempo de
uso de las lentes: menos de 5 afios y mas de 5 afos) frente a un grupo de
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sujetos control. Este ultimo autor atribuye sus resultados (descenso de la
permeabilidad endotelial) a la falta de fiabilidad del método de medida de la

fluorofotometria.

Las limitaciones de la técnica de medida de la fluorofotometria han
contribuido a que no haya llegado a ser un método popular para la evaluacién
de la permeabilidad epitelial y endotelial en la practica clinica, a pesar de ser la

unica capaz de hacerlo en humanos in vivo en la actualidad.

2.4.2. Resistencia eléctrica transepitelial

También es posible evaluar la integridad de la funcion barrera de
epitelio y endotelio in vivo mediante el estudio directo de las propiedades
eléctricas pasivas del tejido, aunque en la actualidad se trata de una técnica
aplicable unicamente en modelo animal. Los primeros intentos de elucidar las
propiedades eléctricas de la cornea datan de los afios 40, con los trabajos de
Holt y Cogan.* Desde ese momento las investigaciones de distintos autores
han conducido al desarrollo de las técnicas que se emplean en la
actualidad.”>®°2 La revision de estos avances escapa al interés de este

trabajo.

La funcion de barrera del epitelio y el endotelio corneal consiste en

presentar resistencia contra agentes patdgenos (funcién barrera del epitelio)'?

0
contra el movimiento de fluidos desde la camara anterior hacia la coérnea
(funcién barrera del endotelio).® Cuando la funcién de estas barreras se ve
alterada, la resistencia ofrecida disminuye permitiendo una mayor entrada a su
través (seccidn 2.2). El estudio de las propiedades eléctricas pasivas de epitelio

y endotelio permite medir la resistencia real de estas barreras mediante el
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analisis de la oposicidon que estas capas ofrecen a ser atravesadas por una
corriente eléctrica dada. La familia de métodos en los que se aplica una
corriente eléctrica para evaluar el estado de un tejido dado se denomina
bioimpedancia, aunque la mayoria de la literatura se refiere a estas medidas
como medidas de la resistencia eléctrica transepitelial (TER, del anglosajon
translayer electrical resistance). La medida del TER epitelial y endotelial

permite una evaluacién cuantitativa del estado de su funcién barrera.

La mayoria de los estudios en este campo han sido llevados a cabo
en modelos ex vivo®™ o in vitro,®® hasta que Uematsu desarrollé en 2007 un
modelo para determinar la medida del TER in vivo en cérnea de conejo.** Sin
embargo, la metodologia empleada consiste en la aplicacién de un electrodo
dentro de un anillo relleno de solucidn salina sobre la superficie corneal y otro
dentro de la camara anterior mediante la realizacién de una incisién en la

cornea periférica (figura 2.7).94%"

_____________|
Figura 2.7. Representacién de la colocacion de los
electrodos necesarios para llevar a cabo la medida

del TER en modelo animal in vivo. (Adaptacion de
Uematsu, M. 2007)*

Desafortunadamente esta técnica es tan invasiva que no puede ser

utilizada en la practica clinica, con humanos in vivo.
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En resumen, a pesar de ser la unica herramienta disponible para
evaluar de manera directa la funcion barrera del epitelio y el endotelio corneal
humano in vivo, la fluorofotometria tiene un valor limitado en la practica clinica

dadas sus desventajas.

Por otro lado las medidas del TER para la valoracion directa del
estado de la funcion barrera del epitelio y el endotelio de la cérnea no son
aplicables a medidas en humanos in vivo por su naturaleza altamente invasiva.
Parece por tanto que existe un vacio de herramientas capaces de valorar la
permeabilidad de estas capas de manera no invasiva y eficaz.
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2.5. Cornea y lentes de contacto

EDEMA CORNEAL

con LC hidrofilicas

Las LC son dispositivos médicos que se colocan sobre la superficie
corneal, normalmente para la correccion de las ametropias visuales. Otros usos
de las LC incluyen razones cosméticas o terapéuticas.”® En 2005, se estimé

que mas de 140 millones de personas en el mundo utilizan LC.%

Es ampliamente conocido que el porte de LC altera algunas
caracteristicas de la morfologia y fisiologia de la superficie ocular.'® La
magnitud de estos cambios esta relacionada con el material y disefio de las LC
(que condicionan el paso de oxigeno a la cornea), el patron de porte (diario o
continuado, entre otros), tiempo desde que comenzd el uso, habitos del

usuario, y otros.

En esta seccion serd brevemente descrita la etiologia y morfologia
de los cambios inducidos en el espesor corneal secundarios al porte de LC
hidrofilicas.
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2.5.1. Propiedades de las LC

Generalmente, las LC se clasifican dentro de dos tipos principales
dependiendo del material del que estén hechas: lentes rigidas permeables a los
gases (LCRPG) o lentes blandas o hidrofilicas (LCH)."®" La interaccion entre
LC y cdérnea dependera de las diferentes caracteristicas de las LC, de su
material y disefio. El objetivo final es el de mantener la salud y fisiologia corneal

normal.

La habilidad de una LC para mantener la homeostasis de la cérnea
viene normalmente determinada por la cantidad de oxigeno que es capaz de
transmitir desde la atmosfera a la cornea.'® Existen dos parametros que

permiten la cuantificar la cantidad de oxigeno que llega a la cornea:'®

® Permeabilidad al oxigeno (Dk): la permeabilidad al oxigeno es una
caracteristica del material de las LC. Se refiere a como de
permeable es ese material al paso del oxigeno y otros gases a su

través.'%

® Transmisibilidad al oxigeno (Dk/t): la transmisibilidad al oxigeno
es una caracteristica del disefio de las LC. No es apropiado decir
que el parametro Dk es representativo de todas la LC hechas de
un material dado, pues la transmision real de oxigeno a la cornea
también depende del diseio, el poder refractivo y en resumen del
espesor de cada LC."*®
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2.5.2. Edema corneal inducido por el porte de LCH

Cuando se coloca una LC sobre la cérnea puede decirse que ésta
actua como una barrera entre el medio ambiente y la superficie corneal,
disminuyendo la difusion de oxigeno al tejido corneal y por lo tanto induciendo
hipoxia.’® Los mecanismos moleculares que subyacen el edema corneal
secundario al uso de LC han sido extensamente revisados en la literatura

existente.®®

Brevemente explicado, como resultado de la falta de oxigeno las
funciones de barrera y metabdlica del endotelio se ven alteradas, lo que
conduce a una mayor difusion de fluido desde la camara anterior al estroma, el
consiguiente aumento del contenido de agua estromal y, finalmente, edema
corneal. Niveles de mas de un 6% de edema causan cambios en la estructura
corneal que suponen una amenaza para el mantenimiento de su transparencia,

su funcion dptica y en ultima instancia su salud.'”’

Como se ha mencionado anteriormente (secciones 2.3 y 2.4),
existen dos modos de evaluar el impacto que ejerce una LC sobre el espesor
de la cornea: indirectamente (cambios morfolégicos) y directamente (cambios

fisiologicos).

Los métodos indirectos se basan en cuantificar el espesor corneal
antes y después del porte de LC, con el objetivo de calcular el porcentaje de
edema inducido (tabla 2.1). Estos métodos permiten conocer el incremento del
espesor corneal, lo que es util para poder comparar con ese valor de seguridad
del 6%'%" y tomar decisiones clinicas como cambiar las caracteristicas o disefio

de la LC utilizada, modificar el patrén de uso, o saber si es seguro o no para el
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usuario continuar con el porte de LC, entre otras. Sin embargo, este método no
permite conocer el estado real de la funcion barrera del endotelio corneal, la
principal afectada por la hipoxia inducida por las LC. Para evaluarlo, el unico
método del que se dispone en la practica clinica es la técnica basada en
medidas fluorofotomeétricas, la cual no esta exenta de limitaciones que impiden
su popularizacion en la practica clinica (como se ha explicado en el apartado
2.4.1).

Ademas, aunque el fallo en la funcién barrera del epitelio no es
responsable del edema corneal inducido por el porte de LC, si que induce
pérdida y rotura de las TJ del epitelio, lo que puede provocar una complicacion
clinica.”” Una de las complicaciones mas graves tanto para la visién como para
la salud ocular de las reportadas entre usuarios de LCH es la queratitis

microbiana.'®®

Nuevamente, en la actualidad el unico modo de evaluar el estado de
las TJ del epitelio corneal en humanos in vivo es mediante medidas de la
fluorofotometria (apartado 2.4.1).
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BIOIMPEDANCIA

CORNEAL

APLICACION NO INVASIVA IN VIVO

115



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”



Capitulo 3
Bioimpedancia corneal: Aplicacion no invasiva in vivo

3.1. Introduccion

DESCRIPCION

de la técnica

El estudio de las propiedades eléctricas pasivas de la cérnea se
emplea habitualmente para evaluar la permeabilidad de epitelio y endotelio
corneal en estudios in vitro, ex vivo o modelo animal in vivo (de manera
invasiva), tal y como se ha descrito en el apartado 2.4.2. Recientemente, una
técnica también basada en el estudio de las propiedades eléctricas pasivas
de la cérnea, ha sido validada para evaluar de forma no invasiva la
permeabilidad de las distintas capas de la cornea en modelo animal

(conejos) in vivo.'9%11°

En esta seccién se describiran las bases electrofisiologicas de
esta técnica, se explicaran las caracteristicas del equipo de medida y se
expondran los resultados previos obtenidos en modelo animal hasta el

momento (validacion de la técnica).
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3.1.1. Bases electrofisiologicas

La bioimpedancia eléctrica es un método sencillo, rapido y de bajo
coste, basado en el estudio de las propiedades eléctricas pasivas de un
tejido bioldgico. Esta técnica observa cémo circula una corriente eléctrica a
través del tejido, en concreto, estudia la resistencia que éste ofrece al paso
de la corriente a su través. Asi, cuanto mayor sea la resistencia ofrecida por

el tejido menor sera su permeabilidad y viceversa.

Para saber como circula una corriente eléctrica a través de un
tejido dado, es necesario primero aplicar esta corriente para después
estudiar su comportamiento. A su vez, hay que tener en cuenta que la
corriente no circulara de la misma manera dependiendo de su frecuencia,
por lo que ésta ha de quedar determinada cada vez que se aplique la

corriente en el tejido.

En un medio celular, la corriente puede fluir alrededor de las
células (medio extracelular) o atravesando las células. A bajas frecuencias
(<1 KHz) la mayor parte de la corriente fluye por el medio extracelular, pues
no es capaz de penetrar y atravesar las membranas celulares. A mayores
frecuencias (>100 KHz) la membrana celular no puede presentar la
resistencia suficiente para impedir el paso de la corriente a su través, por lo
que ésta fluye de manera indiscriminada por el medio extra e intracelular
(figura 3.1).
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Frec <1 KHz

Frec >100 KHz

«—

Figura 3.1. Esquema del comportamiento de la corriente eléctrica a diferentes
frecuencias al atravesar una capa celular. Linea discontinua: bajas frecuencias (<1
KHz), la corriente circula por el medio extracelular. Linea continua: altas frecuencias
(>100 KHz), la corriente atraviesa la pared celular y el medio intracelular. Frec =
frecuencia. (Adaptacion de Ivorra, A. 2002)

Si se traslada este principio al tejido corneal, las medidas de
bioimpedancia obtenidas al aplicar una corriente dada proporcionaran
informacion de la permeabilidad de las distintas capas de la cérnea,
dependiendo siempre de la frecuencia de la corriente empleada. Una mayor
facilidad de la corriente para atravesar una determinada capa corneal se
asocia con mayor permeabilidad de esta capa, y viceversa.

Asi, en funcion de la capa que se quiera estudiar (epitelio,
estroma o endotelio) se han diferenciado tres rangos de frecuencias para la

corriente:
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1. Frecuencias menores de 1 KHz o frecuencias bajas:
proporciona informacioén del epitelio. La cantidad de corriente
eléctrica de baja frecuencia que puede atravesar el epitelio
corneal es practicamente nula debido a su baja permeabilidad
(en condiciones fisioldgicas normales). Por ello, se asume que
los cambios en la bioimpedancia obtenidos al aplicar corrientes
de frecuencias menores de 1KHz (frecuencias bajas) se
corresponden con cambios en la permeabilidad del epitelio
corneal (pérdida de adhesion de la TJ del epitelio).

2. Frecuencias de entre 1 y 100 KHz o frecuencias medias:
proporciona informacion del endotelio. En este rango de
frecuencias el analisis es mas complejo, pues entran en juego
varios factores. Por un lado, hay que tener en cuenta que la
corriente a estas frecuencias es capaz de atravesar las capas
celulares de la cérnea (por tanto las capas que tienen una
funcidn de barrera: epitelio y endotelio) y llegar a zonas
acelulares: estroma y humor acuoso. Por otro lado, la
conductividad del humor acuoso es mayor que la del estroma,
por lo que la corriente tiende a circular por el humor acuoso.
Evidentemente, la corriente que circula por el humor acuoso ha
llegado hasta alli atravesando el endotelio por lo que cambios
en la bioimpedancia medidos en este rango de frecuencias se
corresponden con cambios en la permeabilidad del endotelio
(pérdida de adhesion de la TJ del endotelio).

3. Frecuencias mayores de 100 KHz o frecuencias altas:
proporciona informacion del estroma. En el caso de frecuencias
mayores de 100KHz la corriente atraviesa sin ningun tipo de
resistencia las capas celulares (epitelio y endotelio), por lo que
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se asume que los cambios en la medida de la bioimpedancia
se corresponden con cambios en la conductividad de las zonas
acelulares (estroma y humor acuoso). La conductividad del
humor acuoso es constante, por lo que cambios en la
conductividad a estas frecuencias se atribuyen a cambios en el
estroma (influenciado en este caso por variaciones en el grado

de hidratacién o edema corneal).

Aplicando estas nociones al estudio de la bioimpedancia de
epitelio y endotelio se puede obtener informacion relativa al estado de su
permeabilidad o funcién barrera.

Asi, para estudiar cambios en la permabilidad del epitelio, se
aplicara una corriente de baja frecuencia (<1KHz) a la cdérnea. Una
disminucién de la resistencia ofrecida por el epitelio al paso de esta corriente
se asocia con una menor adhesion de las TJ que conforman la funcién
barrera del epitelio, facilitando el paso de la corriente a su través (a menor
resistencia, la corriente atravesara el tejido con mayor facilidad v,
consecuentemente, mayor sera la disfuncion de la barrera del epitelio o

mayor sera la permeabilidad de esta capa).

Para estudiar cambios en la permeabilidad del endotelio, se
aplicara una corriente de frecuencias entre 1KHz y 100KHz a la cérnea, de
manera que una disminucion de la resistencia al paso de la corriente a su
través se traduce en fallo de la funcion barrera del endotelio o aumento de la
permeabilidad de esta capa.
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3.1.2. Equipo y proceso de medida

Para el estudio de la bioimpedancia de la cornea es necesario un
equipo de medida que incorpore medios capaces de aplicar una corriente
eléctrica de frecuencia variable a la cornea y poder recibir de manera

simultanea la respuesta al paso de esta corriente (resistencia) (figura 3.2).

Figura 3.2. Equipo de medida de la bioimpedancia corneal CORBI. Este dispositivo
permite tomar y almacenar datos de forma automatica, para su posterior
transferencia mediante conexion bluetooth a un ordenador que permite su analisis.
Su funcionamiento se detalla en el Manual de Usuario CORBI (ANEXO II).

El prototipo de medida de la bioimpedancia corneal de reciente
creacion ha sido denominado CORBI (Corneal - Bioimpedance). El
dispositivo ha sido clasificado como un producto sanitario de clase II a, y
cumple con los requisitos para la seguridad de los equipos electromédicos
(UNE-EN 60601-1).
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Para realizar la medida de manera no invasiva, este equipo
cuenta con un sensor flexible conectado al dispositivo de medida de
bioimpedancia (figuras 3.3.A y 3.3.B). Una explicacion mas exhaustiva de la
invencion puede encontrarse en la patente internacional de titulo "Sensor no
invasivo para determinar caracteristicas funcionales de la cornea, dispositivo
que incluye dicho sensor y su uso" (ANEXO 1), numero WO 2011/107645
PCT/ES2011/070131.

Figura 3.3.A. Imagen del sensor de medida de la bioimpedancia corneal listo para
su aplicacioén sobre la cérnea. Consta de un cabezal para su correcta manipulacién
y conexion al equipo de medida CORBI.

msssm Sensor
Lagrima

Cornea

Figura 3.3.B. Esquema del apoyo del sensor flexible sobre la superficie corneal
(Adaptaciéon de Guimera, A. 2013).
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El modo de funcionamiento, utilizacion y procedimiento a seguir al
realizar las medidas de bioimpedancia corneal se detallan en el Manual de
Usuario CORBI (ANEXO II). Basicamente, consiste en la aplicacién de
manera manual del sensor previamente esterilizado sobre la cérnea. Con el
objetivo de reducir la incomodidad del sujeto y disminuir los movimientos
oculares involuntarios se aconseja administrar una gota de anestésico topico
sobre la superficie corneal. Una vez en contacto con la superficie corneal, se
realiza la medida de bioimpedancia, que dura aproximadamente 6 segundos.
Finalizada la medida, se retira el sensor. Los datos quedan almacenados en
el equipo de forma automatica, para su posterior transferencia mediante
conexion bluetooth a un ordenador que permite su analisis. Por lo tanto, el
unico requisito para llevar a cabo la medida es que el sensor esté durante
estos 6 segundos en contacto con la superficie corneal (evitando
movimientos bruscos del ojo y parpadeos).

3.1.3. Validacion de la técnica — Resultados previos en modelo animal

La seguridad y capacidad de esta técnica in vivo ha sido validada
en modelo animal (conejo) bajo el marco del proyecto CORBI (SAF2009-
14724C02). Los resultados obtenidos han verificado su seguridad (ANEXO

) y validez''°

como herramienta para la evaluacidn clinica de la
permeabilidad de la cérnea de manera no invasiva. Estos trabajos se han
centrado en detectar los cambios producidos sobre la permeabilidad del
tejido corneal provocados por el efecto del cloruro de benzalconio (BAC) en
diferentes concentraciones, ya que es un hecho ampliamente documentado
que el BAC destruye las TJ del epitelio corneal.®® Los resultados mostraron
que la técnica desarrollada es capaz de detectar cambios minimos en la
permeabilidad del epitelio corneal y gradar diferentes niveles de alteracién
funcional en funcién del dafo ejercido sobre el tejido (dependiendo de la

concentracion de BAC).'%9110
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3.2. Estudio I. Bioimpedancia corneal

PERMEABILIDAD EPITELIAL

en Modelo Animal

De las conclusiones alcanzadas de los trabajos previos
mencionados en el apartado 3.1.3. se desprende que la técnica de medida
de la bioimpedancia corneal es valida para su utilizacion como herramienta
capaz de determinar el estado de la funciéon barrera de manera no invasiva

en modelo animal in vivo.

Teniendo en cuenta que el uso de LC afecta la funcién barrera de
epitelio y endotelio (apartado 2.5.2.), parece adecuado evaluar la aplicacion
de esta nueva herramienta para medir el impacto que ejercen las LC sobre la
fisiologia corneal.

En el presente trabajo se estudia la eficacia del equipo de medida
de bioimpedancia para detectar cambios en la permeabilidad del epitelio
secundarios al uso de LCH en modelo animal (conejo).
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3.2.1. Introduccion

Una de las complicaciones mas habituales secundarias al uso de
LC son las queratitis infecciosas propiciadas entre otros factores por la rotura

de las TJ del epitelio'®

(apartado 2.5.2.). Actualmente solo existe la
posibilidad de evaluar en humanos in vivo de manera directa, objetiva y no
invasiva el estado de las TJ del epitelio (y por consiguiente el estado de su

funcion barrera) mediante técnicas fluorofotométricas’’ (apartado 2.4.1).

El principal propdsito de este estudio fue la valoracion de la
capacidad del prototipo basado en medidas de la bioimpedancia corneal
para evaluar los cambios secundarios al porte de LCH en la permeabilidad
del epitelio corneal de conejo.

3.2.2. Hipdtesis y objetivos

3.2.2.1. Hipdtesis

La medida de la bioimpedancia corneal permite detectar cambios
en la funcidn barrera del epitelio corneal en modelo animal (conejo)

inducidos por el porte de lentes de contacto hidrofilicas.

3.2.2.2. Objetivos

® Objetivo 1 de la tesis: Determinar la capacidad de la técnica
de medida de la bioimpedancia corneal para detectar cambios
en la permeabilidad epitelial en conejos inducidos por el porte
de LCH.



Capitulo 3

Bioimpedancia corneal: Aplicacién no invasiva in vivo

3.2.3. Material y métodos

3.2.3.1. Animales

Un total de 20 conejos de raza Blanco de Nueva Zelanda de entre
2,5y 3 Kg fueron incluidos en el estudio. Todos los animales fueron tratados
segun las directrices para la experimentacion animal en investigacion visual
de la Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO);""! y
bajo la supervisién del Comité Etico para la Experimentaciéon y Bienestar

Animal (CEEBA) de la Universidad de Valladolid.

3.2.3.2. Lentes de contacto

Las LC empleadas en el estudio fueron lentes de bajo Dk
(vasurfilcon A, Dk = 38, Precision UV, Ciba Vision, Duluth, GA), que
aseguraran una baja transmision de oxigeno a la cornea con el objetivo de
inducir cambios en la permeabilidad corneal secundarios a la hipoxia

inducida. Las caracteristicas de las LC se muestran en la tabla 3.1.

Material Radio Diametro Espesor* Hidratacion Dk Potencia
(mm) (mm) (mm) (D)
Vasurfilcon A 8,40 14,40 0,14 74% 38 +10,00

Tabla 3.1. Parametros de las LC utilizadas en el estudio “Estudio I. Bioimpedancia
corneal. Permeabilidad epitelial en modelo animal”. *Espesor central para una LC
de -3,00 D.
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3.2.3.3. Instrumentacion

Para la medicidn de la bioimpedancia del epitelio corneal se utilizé
el equipo descrito en el apartado 3.1.2 (ANEXO 1), siguiendo el
procedimiento detallado en el Manual de Usuario CORBI (ANEXO II). Para
facilitar la separacion de los parpados durante las medidas se coloco un
blefarostato antes de comenzar con las mismas. La medida se realiz tres
veces consecutivas en cada ojo, empleandose la media de las tres medidas
como valor final. EI mismo explorador realiz6 siempre las medidas de

bioimpedancia a todos los conejos.

También se monitorizaron los cambios en el espesor corneal
central a lo largo del estudio, por ser un indicador de la integridad y salud
corneal. Estas medidas se realizaron con el paquimetro ultrasénico
Sonogage (Corneo-Gage Plus, Cleveland, OH, USA). Las bases de su
funcionamiento se explican en el apartado 2.3.2. En cada ocasion la
paquimetria corneal se midid tres veces consecutivas en cada ojo,
utilizandose la media de las tres medidas como valor final. EI mismo
explorador realiz6 siempre las medidas de paquimetria corneal siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

3.2.3.4. Procedimiento

El estudio fue prospectivo. Estuvo organizado en tres visitas (tabla
3.2) y dos grupos de estudio, dependiendo del tiempo de porte de las LC
(tabla 3.3).
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Visita 1:

Comun para los 20 conejos, donde se recogieron
las medidas basales

Visita 2:

Visita final del grupo 1, donde se recogieron las
medidas finales de 10 animales (después de 1 dia
con las LC).

Visita 3:

Visita final del grupo 2, donde se recogieron las
medidas finales de 10 animales (después de 7 dias
con las LC).

Tabla 3.2. Visitas del “Estudio I. Bioimpedancia
corneal. Permeabilidad epitelial en modelo animal”.

Grupo 1:

1 dia (de manera prolongada) con la LC (n=10)

Grupo 2:

7 dias (de manera prolongada) con la LC (n=10)

Tabla 3.3. Grupos del “Estudio |. Bioimpedancia
corneal. Permeabilidad epitelial en modelo animal”.
Uso prolongado de LC = sin retirarlas durante el suefo

En la primera visita y antes de realizar ningun procedimiento, los
animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intramuscular de 50
mg/kg de ketamina (Imalgene 1000®, Merial) y 7 mg/kg de Xylazina
(Rompun®, Bayer). Una vez sedados, el primer paso fue llevar a cabo la
medida basal de la bioimpedancia epitelial segun se ha descrito en el
apartado 3.2.3.3 (figura 3.4). A continuacién se midio la paquimetria central
corneal con el paquimetro ultrasénico Sonogage (apartado 3.2.3.3).
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Figura 3.4. Imagen de la medida de bioimpedancia epitelial. Se observa la
aplicacién del sensor sobre la superficie corneal del conejo.

Una vez realizadas las medidas basales de bioimpedancia
epitelial y paquimetria corneal, un ojo de cada animal fue aleatoriamente
asignado como ojo control mientras que el contralateral portaria la LC
(apartado 3.2.3.2). Para garantizar la retencion de la LC sobre la cérnea del
conejo se procedio al cierre de la apertura palpebral del ojo portador de la

lente con suturas 6-0 (Mersilk, Ethicon, Francia).""?

Al final de esta primera visita, 10 de los conejos fueron asignados
de manera aleatoria al grupo 1 (1 dia con LC) y los otros 10 conejos fueron
asignados al grupo 2 (7 dias con LC).
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En la segunda y tercera visita (después de uno o siete dias con la
LC, dependiendo del grupo de estudio) y antes de realizar ningun
procedimiento, los animales fueron anestesiados de la misma manera que
en la visita inicial. Una vez sedados, se procedié a retirar las suturas que

cerraban la apertura palpebral del ojo portador de la lente y se retir6 la LC.

Inmediatamente después se realizd la medida de Ila
bioimpedancia epitelial y de la paquimetria corneal (siguiendo el mismo
procedimiento que durante la primera visita). A continuacion, el estado de la
superficie ocular fue evaluado con lampara de hendidura portatil (KOWA SL-
15, Kowa; Dusseldorf, Alemania) después de la instilacion de fluoresceina
topica en ambos ojos en busca de alteraciones epiteliales detectables
macroscopicamente, que pudieran ser atribuidas o bien al uso de la LC o
bien a la aplicacion del sensor de medida de bioimpedancia.

Al final de la visita los animales fueron eutanasiados mediante
inyeccion intravenosa de 200 mg/kg de pentobarbital (Dolethal Vetoquinol) y
se procedio a la enucleacidn de ambos ojos y extraccion de cérneas para su
posterior analisis histopatologico.

3.2.3.5. Criterio de edema

El criterio que se empled para determinar el grado de edema
corneal inducido entre la medida basal y la medida final (después de portar
la LC) fue la variacion que se produjo en el espesor corneal central
expresado en porcentaje. La formula empleada para calcular este porcentaje
se muestra en la tabla 3.4.
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% edema = [(Pfinal‘ Pbasal)/ Pbasal] x 100

Tabla 3.4. Féormula empleada para calcular el
porcentaje de edema inducido. Psny = paquimetria
después de utilizar la LC. Py,sa = paquimetria basal.

3.2.3.6. Analisis histopatolégico

Todas las cérneas fueron examinadas histolégicamente mediante

microscopia optica convencional por un patélogo enmascarado.

Las corneas se fijaron en formol tamponado a pH neutro al 10%
(Panreac, Espana) y conservadas de manera rutinaria hasta su inclusién en
parafina. Los bloques de parafina fueron seccionados con microtomo a 3 um
y fueron tefiidas con hematoxilina eosina. Se evalu6 la distribucion y
composicion del epitelio en busca de anormalidades con el microscopio
automatizado LEICA DM4000B (Leica, Alemania).

3.2.3.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS 19.0
(SPSS Inc; Chicago, IL, USA) para Windows. Se evalué la normalidad de la
distribucion de los datos mediante el test de Saphiro-Wilk. Se emplearon los
siguientes contrastes estadisticos (se tomé un valor de P<0,05 como
diferencia significativa):

® Las diferencias en el espesor corneal en el tiempo (entre
visitas) se analizaron con un analisis de la varianza (ANOVA)
con correccidon de Bonferroni entre la medida basal (antes de
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llevar la LC) y la medida final de los grupos 1 (1 dia con LC) y 2
(7 dias con LC).

Las diferencias en el espesor corneal entre el ojo control y el
ojo portador de LC (entre grupos) se analizaron con la prueba t
de Student para datos apareados para detectar si las
diferencias eran atribuibles a la hipoxia provocada por el uso de
LC.

Las diferencias en el grado de edema en el tiempo se
analizaron con un analisis de la varianza (ANOVA) entre el
edema después de 1 diay 7 dias con la LC.

Las diferencias en el grado de edema entre el ojo control y el
ojo portador de LC se analizaron con la prueba t de Student
para datos apareados para detectar si las diferencias eran
atribuibles a la hipoxia provocada por el uso de LC.

Las diferencias en la permeabilidad epitelial en el tiempo se
analizaron con un andlisis de la varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni entre la medida basal (antes de llevar
la LC) y la medida final de los grupos 1 (1 dia con LC)y 2 (7
dias con LC).

Las diferencias en la permeabilidad epitelial entre el ojo control
y el ojo portador de LC se analizaron con la prueba t de
Student para datos apareados.
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3.2.3.8. Instalaciones

Todas las medidas se realizaron en el quiréfano de
experimentacion animal del Instituto Universitario de Oftalmobiologia
Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid.

3.2.4. Resultados

3.2.4.1. Deteccion de diferencias en la paquimetria y en el edema inducido

Los datos de paquimetria y edema corneal siguieron una
distribucion normal segun el test de Saphiro-Wilk.

Los resultados de la paquimetria corneal se muestran en la Tabla
3.5. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
paquimetria entre los ojos control y los ojos de estudio en la visita basal
(P=0,208 t Student para datos apareados).

Sin embargo, después de 1 dia y 7 dias con la LC, la paquimetria
corneal aumenté de manera estadisticamente significativa en el caso de los

ojos portadores de LC (P<0,001 t Student para datos apareados).

Ademas, los ojos control no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en su paquimetria en ninguna de las visitas
del estudio (basal, 1 dia y 7 dias con LC) (P=0,348 ANOVA), mientras que
los ojos portadores de LC mostraron un incremento estadisticamente
significativo de su espesor corneal a lo largo del estudio (P<0,001 ANOVA).
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Paquimetria corneal (um)

Visita 1: Visita 2: Visita 3: Pt
medida basal un diacon LC siete dias con
(GRUPO 1) LC (GRUPO 2)

Ojos control 375+0,15 373 +£0,14 375+ 0,17 0,348
Ojos con LC 374 £ 0,11 462 £ 0,30 535+ 1,36 <0,001
P* 0,208 <0,001 <0,001

Tabla 3.5. Resumen de las medidas del espesor corneal central (media + DS),
obtenidas con el paquimetro ultrasénico Sonogage para las tres visitas del
estudio. *Test t Student para datos apareados. TAnalisis de la varianza (ANOVA)
con correccion de Bonferroni.

Los resultados del edema corneal inducido se muestran en la
Tabla 3.6. Después de 1 dia y 7 dias con la LC, el edema fue
significativamente superior en el caso de los ojos portadores de LC (P<0,001
t Student para datos apareados).

Por su parte, los ojos control no mostraron variaciones
estadisticamente significativas en el edema corneal a lo largo del estudio
(P=0,140 ANOVA), mientras que los ojos portadores de LC mostraron un
incremento estadisticamente significativo del edema corneal entre las
distintas visitas (P<0,001 ANOVA).
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Edema corneal (%)

Visita 2: un dia con Visita 3: siete dias pt
LC (GRUPO 1) con LC (GRUPO 2)
Ojos control -1,53 £ 4,09 -0,71 £ 4,47 0,140
Ojos con LC 26,58 + 9,56 42,46 + 36,96 <0,001
p <0,001 <0,001

Tabla 3.6. Edema corneal inducido (media £+ DS) después de 1 diay 7 dias de uso
prolongado con las LC. *Test t Student para datos apareados. 'Analisis de la
varianza (ANOVA).

3.2.4.2. Deteccion de diferencias en la permeabilidad epitelial

Los datos de bioimpedancia epitelial siguieron una distribucién
normal segun el test de Saphiro-Wilk.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.7. Los ojos control no
muestran diferencias estadisticamente significativas a lo largo del estudio
(basal, 1 dia y 7 dias con LC) en la permeabilidad epitelial (P=0,884
ANOVA). Sin embargo, los ojos portadores de LC mostraron un descenso
inicial de la permeabilidad epitelial después de 1 dia con la lente y un
drastico aumento después de 7 dias con la lente (p<0,001 ANOVA) (Figura
3.5).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la permeabilidad epitelial entre los ojos control y los ojos de estudio en la
visita basal (P=0,222 t Student para datos apareados). Sin embargo,
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después de 1 dia y 7 dias con la LC, la permeabilidad epitelial vario
significativamente entre los ojos control y los ojos portadores de LC
(P<0,001 y P<0,05 respectivamente, t Student para datos apareados).

Permeabilidad corneal (Q)

Visita 1: medida Visita 2: Visita 3: pt
basal un dia con LC siete dias con LC
(GRUPO 1) (GRUPO 2)

Ojos control  -1451,99 + 396,72 -1472,81 + 405,60 -1464,29 + 355,36 0,884

Ojoscon LC  -149524 + 377,20 -1833,77 +377,88 -1265,18 £ 929,33 <0,001

P* 0,222 <0,001 <0,05

Tabla 3.7. Resumen de las medidas de bioimpedancia corneal (media + DS), obtenidas
con el equipo de medida de bioimpedancia corneal CORBI, para las tres visitas del
estudio. *Test t Student para datos apareados. 'Analisis de la varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni. 2= Ohmio
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Figura 3.5. Representacion de los valores de impedancia para los ojos
control y los ojos que portaron LC en las tres visitas del estudio: medida
basal, medida después de 1 dia con la LC, y medida después de 7 dias
con la LC. Los valores se representan como la media de cada grupo.

3.2.4.3. Tincidn epitelial y evaluacién histopatoldgica

macroscopicos de tincion corneal (Figura 3.6.A), con poca evidencia de dafio
epitelial en la evaluacion histopatologica mediante microscopia Optica
(Figura 3.6.B). Sin embargo, las cérneas de los ojos portadores de LC
mostraron signos de tincion epitelial (Figura 3.6.C) y una clara alteracion del

epitelio corneal en la evaluacion histopatolégica con microscopia Optica

Las corneas de los ojos control no mostraron signos

(Figura 3.6.D).
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Figura 3.6. Imagenes de la evaluacion de la superficie corneal mediante tincion con
fluoresceina en la observacién con lampara de hendidura y luz azul cobalto (A 'y C),
e imagenes de microscopia Optica de la evaluacion histopatoldégica (B y D).
Imagenes A y B = ojo control. A nivel macroscopico (A) no se aprecia tincién por
fluoresceina en la superficie ocular. A nivel histopatolégico (B) no se observan
alteraciones. Imagenes C y D = ojo tras 7 dias de porte de LC. A nivel
macroscopico (C) se aprecia un parche de tincion por fluoresceina (Ulcera). A nivel
histopatoldgico (D) se observa una bulla intraepitelial (separacion de las células del
epitelio) secundaria a edema.
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3.2.5. Discusioén

El edema corneal inducido por el uso de LC ha sido ampliamente
estudiado en la literatura.**'"® Asi mismo, la alteracion de la barrera epitelial
producida bajo condiciones de hipoxia ha sido demostrada tanto en estudios
de TER in vitro"*""® como por métodos de fluorofotometria in vivo.”"''®
Como ya se abordd en el apartado 2.4.1, la unica manera de evaluar
objetivamente la permeabilidad del epitelio in vivo de manera no invasiva es
midiendo la concentracion de fluoresceina que ha sido capaz de penetrar en
el tejido. Recientemente, Duench’’ ha reportado que el uso diario de LC de
alto Dk (Dk=101) aumenta la permeabilidad epitelial al paso de la
fluoresceina. El aumento de la permeabilidad epitelial se entiende como una
pérdida o rotura de las TJ del epitelio, con la consecuente disfuncion de su
funcidén de barrera. Esto representa una amenaza para el mantenimiento de
la homeostasis corneal y la salud ocular, ya que sin una funcion barrera
epitelial plenamente funcional, la cornea es susceptible de infecciones
microbianas que pueden conducir a una pérdida de la transparencia corneal

y pérdida de funcién visual en ultimo término.""’

Por tanto, conocer el estado de la funcion barrera del epitelio es
de gran importancia para la comunidad clinica, a pesar de que hoy en dia
existe un vacio de técnicas no invasivas que permitan detectar y cuantificar
los cambios producidos en la fisiologia epitelial como consecuencia del uso
de LC, ya que la fluorofotometria presenta una serie de desventajas que han
impedido su popularizacion, especialmente en la practica clinica relacionada

con la adaptacion de LC (apartado 2.4.1.).

La técnica propuesta en este trabajo, basada en medir la

bioimpedancia epitelial, permite la deteccion y cuantificacion de cambios
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minimos en la fisiologia del epitelio tras exposicién al BAC'%1°

y con este
estudio se ha pretendido demostrar que también es capaz de detectar
alteraciones en la fisiologia epitelial secundarias a la hipoxia inducida por el

uso de LC en modelo animal.

Los resultados muestran que los parametros tanto morfolégicos
(paquimetria, edema, tincion y analisis histopatolégico) como fisiologicos
(bioimpedancia) del grupo de ojos que sirvi6 como control no variaron de
forma estadisticamente significativa a lo largo del estudio (después de 1 0 7
dias de uso de LC), por lo que se puede asumir que cualquier diferencia
observada en estos indicadores a lo largo del estudio en el grupo de ojos
que portd LC se puede atribuir a la hipoxia inducida por el uso de las LC y la
oclusién palpebral (necesaria para la retencién de las lentes).’

3.2.5.1. Cambios inducidos por el porte de LC

El cambio morfologico mas destacado fue el aumento de la
paquimetria corneal tras 1 y 7 dias de uso de las lentes. También se detectd
tincion con fluoresceina en la evaluaciéon de la superficie anterior con
lampara de hendidura y alteraciones histopatolégicas mediante microscopia
optica. Sin embargo, actualmente existe un debate sobre qué tifie
exactamente la fluoresceina en el epitelio corneal y por consiguiente lo que

representa este hallazgo en la practica clinica,'®*'®

por lo que no se trata de
una herramienta muy fiable para la evaluacion de la funcion barrera del

epitelio.

La permeabilidad epitelial disminuy6 después de 1 dia de uso de
las LC, es decir, que la resistencia del epitelio al paso de la corriente
aumento, haciendo el tejido menos permeable. Sin embargo, en las medidas
realizadas después de 7 dias de uso de las LC se observd una considerable
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reducciéon de la resistencia ofrecida por el epitelio, lo que se traduce en un
considerable aumento de la permeabilidad del epitelio. Estos hallazgos
parecen contradictorios, sin embargo podria existir una explicacion plausible
para los mismos. La permeabilidad de un tejido biologico esta directamente

119120 cuanto menor sea este

relacionada con los espacios extracelulares,
espacio, peor circulara la corriente por el tejido (menor permeabilidad) y
viceversa. De esta manera, una compresion del tejido (en este caso, una
disminucién del espesor epitelial) aumentaria la resistencia del mismo al

paso de corriente y consecuentemente disminuiria su permeabilidad.

El adelgazamiento epitelial tras el uso de LC ha sido descrito
anteriormente en diversos trabajos.'®® 222 Este adelgazamiento del epitelio
puede ser entendido como una disminucion del espacio extracelular al existir
una mayor compresion de las células que lo componen. Esta reduccion del
espacio extracelular puede justificar el aumento de la resistencia epitelial al
paso de la corriente a su través encontrado después de 1 dia con LC.

Pasados 7 dias de uso prolongado con las LC, el incremento
detectado en la permeabilidad del epitelio puede atribuirse a la pérdida o
rotura de las TJ del epitelio, que hacen el tejido menos resistente al paso de
la corriente a su través ya que ésta puede fluir mas facilmente. Parece pues
que existe una primera tendencia del epitelio a "resistir" el porte de las LC
sobre la cornea y un punto de inflexion en el que las TJ del mismo pierden
sus uniones estrechas disminuyendo por lo tanto la eficacia de su funcion de

barrera.

En cualquier caso, las medidas de la bioimpedancia epitelial
fueron capaces de detectar cambios en la permeabilidad del epitelio después
del porte de LCH, por lo que esta técnica podria utilizarse en un futuro para
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la evaluacion del estado de la funcion barrera del epitelio de manera directa,

objetiva y no invasiva.

3.2.5.2. Puntos fuertes vy limitaciones

Estos resultados sugieren que la permeabilidad epitelial disminuye
al principio del proceso de respuesta frente a condiciones de hipoxia
secundarias al porte de LC (compresion del epitelio) y que después, por
razones aun por dilucidar, las uniones tipo TJ del epitelio no pueden
permanecer estrechamente unidas, aumentando su permeabilidad vy
abriendo paso no solo al flujo de corriente sino también a la posible entrada
de agentes del medio exterior dafinos para la cérnea.

Ademas estos resultados confirman hallazgos previos’’''®

que
encontraron un aumento de la permeabilidad epitelial mediante medidas
fluorofotométricas en wusuarios de LC. El desarrollo de esta nueva
herramienta para la adquisicion de informacion cuantificable del estado de la
funcién barrera del epitelio in vivo en humanos permitiria una evolucion en el
diagndstico, monitorizacion y manejo de ciertas patologias y afecciones
corneales, mejorando el diagndstico precoz, y proporcionaria una
oportunidad a la comunidad cientifica de obtener un mayor conocimiento de

la fisiologia corneal.

Sin embargo, este estudio presenta importantes limitaciones. En
primer lugar, la explicacion de por qué la permeabilidad parece disminuir tras
1 dia de uso de las LC se basa en el supuesto de que el epitelio adelgaza y
con ello disminuye el espacio extracelular, que hace que la resistencia al
paso de la corriente sea mayor. En el momento de la realizacion de este
trabajo no se conto con la tecnologia necesaria para monitorizar cambios en

el grosor epitelial, por lo que el supuesto de que el epitelio adelgaza se basa



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”

en la literatura publicada. Ademas, tampoco este campo esta exento de
polémica, pues algunos autores han reportado efectivamente un
adelgazamiento del grosor epitelial tras el porte de LC,'™ otros han
reportado un aumento del espesor,'? y por ultimo existen autores que no
han encontrado cambio alguno.124 De cualquier manera, parece que la teoria
mas aceptada es la que defiende que el grosor del epitelio disminuye con el
porte de LC; si bien este planteamiento deberia aclararse con rotundidad.

Es importante sefalar que en este experimento también se ha de
sumar el efecto de la tarsorrapia aplicada en los ojos que llevaron LC,
necesaria para la retencién de las LC en el ojo, que contribuye al aumento
de la hipoxia corneal. Por otro lado, siendo el objetivo del trabajo el de
estudiar la respuesta corneal a la disminucion del aporte de oxigeno, la
hipoxia inducida por la tarsorrapia no deberia afectar significativamente a las

conclusiones del estudio.

Tampoco se dispuso en el momento del experimento con técnicas
fluorofotométricas para comparar con los resultados de la bioimpedancia,
pues a pesar de no ser una técnica muy fiable es la unica que existe hoy en
dia para la evaluacion de la permeabilidad epitelial in vivo de manera no

invasiva.

Otra limitacion es la alta desviacion estandar encontrada sobre
todo en los datos del edema inducido, que puede ser debido al tamafno de la
muestra del estudio, por lo que un aumento del numero de ojos podria
suponer una mejora en la calidad de los resultados obtenidos. La existencia
de diferencias significativas en los ojos portadores de LC permiten valorar
estos resultados con optimismo para la futura aplicacibn en humanos

usuarios de LC.
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En el futuro seria ademas de gran interés establecer los valores
basales normales de la permeabilidad epitelial en el conejo para que sirva de
referencia en investigaciones futuras, asi como determinar la repetibilidad y

reproducibilidad de la medida de la bioimpedancia en ojos con y sin edema.

Los esfuerzos en todo caso habran de ser dirigidos a la
comprension de las bases mecanicas y fisiologicas de la respuesta
inflamatoria y alteraciones sufridas en la funciébn barrera del epitelio
secundario al uso de LC, cualquier tipo de cirugia corneal o efectos
secundarios de cualquier medicamento dado en forma de gotas.

3.2.5.3. Conclusiones

En conclusion, la evaluacion in vivo del estado del epitelio corneal
con la medida de la bioimpedancia permite un analisis no invasivo y
cuantificable de la funcion barrera del mismo. Los datos de bioimpedancia
obtenidos en este trabajo en corneas sanas (ojos control) y en cérneas
edematizadas (1 y 7 dias con LC) estan en concordancia con los hallazgos
de paquimetria corneal, grado de edema, tincidbn corneal y microscopia
Optica.

Futuras aplicaciones de esta técnica ayudarian a la evaluacion y
seguimiento de la funcion barrera del epitelio en usuarios de LC, una vez

evaluada la seguridad y eficacia de la técnica en humanos.
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3.3. Estudio Il. Bioimpedancia corneal

PERMEABILIDAD EPITELIAL Y ENDOTELIAL

Prueba de Concepto en Humanos

La técnica de medida de la bioimpedancia corneal ha demostrado
ser segura en trabajos previos a la realizacion de esta tesis llevados a cabo
en modelo animal'®""° (ANEXO I1I).

Ademas, durante la realizacion de esta tesis se ha evaluado la
capacidad de esta técnica para detectar cambios inducidos en la
permeabilidad epitelial secundarios al porte de LC en modelo animal
(“Estudio 1. Bioimpedancia corneal. Permeabilidad epitelial en modelo
animal”), con resultados positivos. Asi, parece l6gico emprender el siguiente
paso para su futura aplicacion a la practica clinica. Para ello, en primer lugar
se ha de realizar una primera prueba de concepto en la que se estudie la
seguridad y la eficacia de éste método en cérneas humanas in vivo. Este fue
el propdosito del presente estudio.
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3.3.1. Introduccion

La funcion barrera del epitelio y del endotelio corneal juega un
papel fundamental en la proteccion del ojo frente a agentes externos
infecciosos (epitelio) y en el mantenimiento del estado normal de
deshidratacion corneal y consiguiente conservacion de su transparencia

(endotelio) (seccion 2.2).

Como se ha detallado en el apartado 2.5.2, el porte de LCH se

77,108
(

asocia con riesgo de padecer queratitis microbiana lo que supone una

amenaza tanto para la visién como para la salud ocular) y edema corneal'®
(un edema superior al 6% del espesor corneal total produce cambios en la
estructura y fisiologia corneal inaceptables para la practica clinica y para el

uso seguro de LC)."”

Hasta la fecha, la unica manera de evaluar de manera directa y
objetiva en humanos in vivo el estado de la funcién barrera del epitelio y del
endotelio corneal es mediante técnicas de fluorofotometria (apartado 2.4.1),
basadas en calcular la cantidad de fluoresceina que atraviesa el epitelio o el
endotelio corneal.”? Desafortunadamente, ésta técnica presenta una serie de
desventajas que han limitado su popularizacion en la practica clinica.
Destacan la limitada resolucién espacial del equipo'® y la elevada
variabilidad entre medidas repetidas, por lo que no se considera lo
suficientemente fiable como para monitorizar cambios en un paciente
dado.®® Ademas cada examen fluorofotométrico consume un tiempo
excesivo, lo que ha provocado que ésta técnica se emplee principalmente en

investigacion.
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El principal propésito de este estudio fue el de llevar a cabo una
prueba de concepto que determinara la seguridad y la capacidad de la
técnica de medida de la bioimpedancia corneal de manera no invasiva para
evaluar el impacto que ejercen las LC en la permeabilidad del epitelio y del

endotelio corneal humano in vivo.

3.3.2. Hipdtesis y objetivos

3.3.2.1. Hipotesis

La medida de la bioimpedancia corneal de manera no invasiva es
una herramienta segura y capaz para evaluar la funcion barrera del epitelio y
endotelio corneal en usuarios de lentes de contacto hidrofilicas.

3.3.2.2. Objetivos

® Objetivo 2 de la tesis: Determinar la seguridad de la técnica

de medida de la bioimpedancia corneal en humanos in vivo.

® Objetivo 3 de la tesis: Determinar la capacidad de la técnica
de medida de la bioimpedancia corneal para detectar cambios
en la permeabilidad del epitelio y del endotelio corneal humano
inducidos por el porte de LCH de diferente permeabilidad al

oxigeno.
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3.3.3. Material y métodos

El presente trabajo forma parte del estudio clinico “Evaluacion de
la sensibilidad del dispositivo de medida de la bioimpedancia corneal
(dispositivo CORBI)”, financiado por la empresa Laboratorios Salvat, S.A., y
realizado en el Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de
la Universidad de Valladolid con la colaboracion del Centro Nacional de
Microelectronica del Centro Superior de Investigaciones Cientificas (CNM-
CSIC).

El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de la Universidad de Valladolid y por la Agencia Espafola del
Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) del Ministerio de Sanidad.

3.3.3.1. Sujetos

Un total de 10 sujetos que cumplieron los requisitos de inclusion y
exclusion (tabla 3.8) fueron incluidos en el estudio.

Aunque se incluyeron ambos ojos de cada sujeto en el estudio,
posteriormente solo se sometieron a analisis estadistico los datos obtenidos
de los ojos derechos de los sujetos.
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- Sujetos adultos de entre 18 y 40 afios, con o sin ametropia.

c
0
a - Que entendieran y firmaran el consentimiento informado.
©
£ - Que no hubieran usado LC la semana previa al momento de
3 inclusion en el estudio.
(72}
-g - Que no presentaran ningun tipo de patologia ocular o sistémica.
()
e
o - Que superaran la exploracion previa a la inclusion en el estudio.

- Sujetos menores de 18 afos y mayores de 40 afos.

- Que hubieran usado LC la semana previa al momento de inclusion

en el estudio.

5 - Que presentaran infeccion, inflamacién o enfermedad de la
5 superficie anterior del ojo (conjuntiva, cérnea y anejos oculares
) ) onj y )
% tales como defectos epiteliales recurrentes, queratocono,
X conjuntivitis papilar gigante, blefaritis (activa de grado 2 o mas) u
o 0jo seco severo, alergias oculares, etc. o cualquier contraindicacion
3 para el uso de LC.
o
o - Enfermedades sistémicas como diabetes, artritis, hiper o
£ hipotiroidismo, etc.
(&]

- Cualquier otra patologia ocular o sistémica que pudiera afectar a la
fisiologia corneal.

- Embarazo.

- Siendo para el beneficio del sujeto, el investigador podia retirarlo
del estudio en cualquier momento y por cualquier razén/es (como
aparicion de patologia ocular incompatible con el uso de LC antes
o durante el porte de las LC o suspension del porte de las LC antes
de completar el tiempo determinado para tal efecto).

- Los sujetos podian abandonar el estudio de manera voluntaria por
cualquier motivo o sin ningun motivo. Las razones dadas por el
sujeto, si es que da alguna, habrian de ser registradas.

estudio

- Los participantes habrian de ser retirados del estudio si el IOBA
determinara que éste habria de ser terminado por cualquier razén.

Criterios para abandonar el

Tabla 3.8. Criterios de inclusién, exclusioén y para abandonar el estudio del “Estudio
Il. Bioimpedancia corneal. Permeabilidad epitelial y endotelial en humanos”.



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”

3.3.3.2. Lentes de contacto

Se utilizaron dos tipos distintos de LC en funcién de la
permeabilidad al oxigeno (Dk) del material con el objetivo de inducir diferente
grado de cambio en la permeabilidad del epitelio y del endotelio corneal
segun la LC utilizada. Asi, se escogi¢ una primera LC de bajo Dk (etafilcon
A, Dk = 28, Acuvue 2, Johnson & Johnson, Jacksonville, FL) y una segunda
LC de alto Dk (lotrafilcon B, Dk = 110, Air Optix Aqua, Ciba Vision, Duluth,
GA). Las caracteristicas de las LC se muestran en la tabla 3.9.

Material Radio Diametro Espesor* Hidratacion Dk Potencia
Etaficon A 840mm 14,00 mm 0,08 mm 58% 28 +0,50a-6,00D
LotrafiiconB  8,60mm 14,20 mm 0,08 mm 33% 110 +0,50a-6,00 D

Tabla 3.9. Parametros de las LC utilizadas en el estudio “Estudio Il. Bioimpedancia
corneal. Permeabilidad epitelial y endotelial en humanos”. *Espesor central para una LC
de -3,00 D.

3.3.3.3. Instrumentacion

La evaluacién de la integridad de la superficie ocular se llevo a
cabo con la lampara de hendidura SL-8z (Topcon Medical Systems Inc.,
Paramus, NJ, USA) y tincion con fluoresceina, observando bajo luz azul
cobalto y gradando los hallazgos biomicroscépicos de la superficie ocular
segun la norma ISO/CD 11980.2. El mismo evaluador capturé imagenes de
la superficie corneal de cada sujeto en cada visita de estudio, siempre
después de la aplicacion del sensor de medida de la bioimpedancia sobre la
superficie corneal.

El espesor corneal total central y el espesor epitelial central se
midi6é con el tomdégrafo de coherencia optica 3D OCT — 2000 (Topcon
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Medical Systems Inc; Paramus, NJ, USA), cuyas caracteristicas técnicas se
detallan en el apartado 2.3.5. En cada ocasion la medida se realizo tres
veces consecutivas en cada ojo, utilizandose la media de las tres medidas
como valor final. EI mismo explorador realiz6 siempre las medidas de
paquimetria corneal siguiendo las recomendaciones del fabricante y se
encargd de recopilar los valores de paquimetria de cada medida en la
localizacion central de la cornea tanto para el espesor corneal total como

para el espesor epitelial.

Para la medida de la bioimpedancia del epitelio y del endotelio
corneal se utilizo el equipo descrito en el apartado 3.1.2 (ANEXO 1),
siguiendo el procedimiento detallado en el Manual de Usuario CORBI
(ANEXO 1I). Con el objetivo de reducir la incomodidad del sujeto y disminuir
los movimientos oculares involuntarios siempre se administré previamente a
la medida una gota de anestésico tépico Colircusi® (tetracaina 0,1%,
oxibuprocaina 0,4%) sobre la superficie corneal del sujeto. En cada visita la
medida de bioimpedancia corneal se realizé tres veces consecutivas en cada
0jo, empleandose la media de las tres medidas como valor final. EI mismo
explorador realiz6 siempre las medidas de bioimpedancia a todos los
sujetos.

3.3.3.4. Procedimiento

El estudio estuvo dividido en cuatro visitas. En la primera visita
(visita de inclusion) se selecciond a los participantes en funcion de los
criterios de inclusion y exclusion (apartado 3.3.3.1.). Se explicé a cada sujeto
la naturaleza de la investigacion y se les invitd a leer una hoja de informacién
al paciente (ANEXO 1V). Se requiri6 de los usuarios portadores habituales de
LC que dejaran de utilizar sus lentes al menos una semana antes del
comienzo del estudio. Se resolvieron las eventuales dudas de los sujetos y a
continuacion se obtuvo el consentimiento informado (ANEXO V) de cada
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participante. Todos los sujetos fueron tratados acorde a la Declaracién de

Helsinki.'?’

En la segunda visita se completd la anamnesis del sujeto y se
realizé una exploracion optométrica donde quedaron registradas la agudeza
visual, refraccién subjetiva, exploracion biomicroscépica del polo anterior y
se obtuvieron los valores basales de paquimetria corneal, espesor epitelial y
bioimpedancia (figura 3.7), tal y como se ha descrito en el apartado 3.3.3.3.
A continuacion, un ojo de cada participante fue aleatoriamente asignado al
porte de la LC de alto Dk mientras que el ojo contralateral seria el portador
de la LC de bajo Dk. Se adaptaron las LC y se comprobd la adaptacion
(movimiento, centrado, comodidad del paciente y estado de la superficie
ocular). De esta manera, finalmente se obtuvieron dos grupos de estudio
diferentes (tabla 3.10).

Grupo alto-Dk:

Compuesto por los ojos que llevaron LC de alta
permeabilidad al oxigeno

Grupo bajo-Dk:

Compuesto por los ojos que llevaron LC de baja
permeabilidad al oxigeno

Tabla 3.10. Grupos del “Estudio Il. Bioimpedancia corneal.
Permeabilidad epitelial y endotelial en humanos”.
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Figura 3.7. Imagen de la medida de la bioimpedancia corneal, donde se puede
observar la aplicacién del sensor de medida sobre la superficie corneal del sujeto.
Arriba: imagen frontal. Abajo: imagen de perfil.
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La tercera visita se realizé después de 3 dias de porte prolongado
de las LC (sin retirar la LC durante el suefio). En primer lugar se llevé a cabo
la evaluacién con lampara de hendidura de la superficie corneal. Se retiraron
las LC e inmediatamente después se realizaron las medidas de
bioimpedancia corneal. A continuacién se realiz6 la medida de la
paquimetria corneal y epitelial. Para terminar, se evalué la integridad corneal
con lampara de hendidura y tincion de fluoresceina bajo luz azul cobalto, en
busca de cualquier signo de dafio atribuible a la aplicacion del sensor de
medida de la bioimpedancia sobre la superficie corneal. Al menos una
imagen de cada ojo de cada paciente fue registrada durante la evaluacién
con lampara de hendidura. Al final de la visita, las mismas LC fueron
adaptadas en los ojos que correspondiera de cada paciente, y su adaptacion
revisada (movimiento, centrado, comodidad del paciente). Se les pidi6 a los
sujetos del estudio volver a la siguiente visita 4 dias mas tarde (una semana

de porte prolongado de las LC).

La cuarta visita se realiz6 después de 7 dias de porte prolongado
de las LC (sin retirar la LC durante el suefio). Siguiendo el mismo orden que
en la anterior visita, en primer lugar se llevd a cabo la evaluacion con
lampara de hendidura de la superficie corneal. Se retiraron las LC e
inmediatamente después se realizaron las medidas de bioimpedancia
corneal. A continuacion se realizdé la medida de la paquimetria corneal y
epitelial. Para terminar, se evalud la integridad corneal con lampara de
hendidura y tincién de fluoresceina bajo luz azul cobalto, en busca de
cualquier signo de dafio atribuible a la aplicacién del sensor de medida de la
bioimpedancia sobre la superficie corneal. Al menos una imagen de cada ojo
de cada paciente fue registrada durante la evaluacion con lampara de
hendidura. En este momento se dio por finalizada la participacion del sujeto
en el estudio; salvo en el hipotético caso de que éste presentara cualquier
sintoma o signo de complicacion secundario a la aplicacion del sensor de

medida de bioimpedancia sobre la cornea o al uso de la LC, en cuyo caso se
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determinaria un protocolo de visitas y/o tratamiento para paliar los dafios si

fuera necesario.

3.3.3.5. Criterio de edema

El criterio que se emple6 para determinar el grado de edema
inducido entre la medida basal y la medida después de portar la LC durante
3 o 7 dias fue la variacion que se produjo en el espesor corneal total y
epitelial expresado en porcentaje para la localizacion central de la cornea
(apartado 3.2.3.5).

3.3.3.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS 19.0
(SPSS Inc; Chicago, IL, USA) para Windows. Unicamente los ojos derechos
de los sujetos fueron incluidos en el analisis estadistico. Se evalud la
normalidad de la distribucion de los datos mediante el test de Saphiro-Wilk.
Se emplearon los siguientes contrastes estadisticos (se tomo un valor de
P<0,05 como diferencia significativa):

® Las diferencias en el espesor corneal en el tiempo (entre
visitas) se analizaron con un analisis de la varianza (ANOVA)
con correccidn de Bonferroni entre la medida basal (antes de
llevar la LC) y la medida a los 3 dias y 7 dias con LC.

® | as diferencias en el espesor corneal entre ojos portadores de
LC de alto y bajo Dk (entre grupos) se analizaron con un
analisis de la varianza (ANOVA) para detectar si las diferencias
eran atribuibles a la hipoxia provocada por el uso de LC.
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® |Las diferencias en el grado de edema en el tiempo se
analizaron con un analisis de la varianza (ANOVA) entre el
edema después de 3 diasy 7 dias con la LC

® | as diferencias en el grado de edema entre ojos portadores de
LC de alto y bajo Dk se analizaron con un analisis de la
varianza (ANOVA) para detectar si las diferencias eran
atribuibles a la hipoxia provocada por el uso de LC.

® Las diferencias en la permeabilidad epitelial y endotelial en el
tiempo se analizaron con un analisis de la varianza (ANOVA)
con correccidon de Bonferroni entre la medida basal (antes de
llevar la LC) y la medida a los 3 dias y 7 dias con LC.

® Las diferencias en la permeabilidad epitelial entre ojos
portadores de LC de alto y bajo Dk se analizaron con un
analisis de la varianza (ANOVA).

® La relacion entre el espesor corneal total y epitelial y la
permeabilidad epitelial y endotelial se analiz6 con un analisis
del coeficiente de correlacion de Pearson.

3.3.3.7. Instalaciones

Todas las visitas tuvieron lugar en el area clinica del Instituto
Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de
Valladolid.
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3.3.4. Resultados

3.3.4.1. Muestra

Se incluyeron en el analisis 10 ojos de 10 sujetos, seis mujeres y
cuatro hombres. El rango de edad varié desde los 20 a los 28 afios con un
valor medio de 25 + 2,7 afios. El rango de refraccidon en términos de
equivalente esférico fue de entre +0,50 hasta -7,25 D con un valor medio de
-2,40 + 2,67 D. Cuatro eran usuarios de LC (tres utilizaban LCH y uno
RGPLC), que suspendieron su uso al menos una semana antes de

comenzar el estudio.

Durante el estudio, cinco ojos derechos portaron LC de alto Dk, y
los cinco ojos derechos restantes portaron LC de bajo Dk. Ningun sujeto
abandond el estudio ni por su propia voluntad ni por decision del
investigador.
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3.3.4.2. Valoracion de la seguridad del dispositivo

La evaluacién del estado de la cornea después de la aplicacidon
del sensor de medida de la bioimpedancia sobre la superficie corneal en
cada visita no revel6 ningun signo macroscopico de dafio atribuible a su uso.
No se detectaron signos ni patrén de tincion con fluoresceina que pudiera
ser caracteristico del contacto del sensor con la superficie corneal.

Un unico sujeto presentd signos de queratopatia punteada
superficial (figura 3.8) en el ojo que portd la LC de bajo Dk (grado 1 en la

128,129

escala Efron para valorar complicaciones de LC), probablemente

debido a la hipoxia inducida por el porte prolongado de la lente.

Ningun sujeto reportdé incomodidad o desagrado durante la
medida de la bioimpedancia corneal.
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Figura 3.8. Imagenes de la evaluacion de la superficie corneal mediante tincion con
fluoresceina y observacion con lampara de hendidura y luz azul cobalto del ojo que
presentd queratopatia punteada superficial tras 3 dias (B) y 7 dias (C) de porte de
una LC de bajo Dk (Etafilcon A) respecto del momento inicial del estudio (A,
imagen basal). Las imagenes fueron siempre tomadas después de realizar la
medida de bioimpedancia.
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3.3.4.3. Deteccion de diferencias en la paquimetria corneal

Los datos de paquimetria y edema corneal siguieron una
distribucion normal segun el test de Saphiro-Wilk.

Los resultados de la paquimetria corneal se muestran en la Tabla
3.11. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
paquimetria corneal entre los ojos que portaron LC de alto Dk y los ojos que
portaron LC de bajo Dk en ninguna de las visitas (P>0,05 ANOVA). Tampoco
se detectd un incremento significativo en el espesor corneal a lo largo del

estudio (P>0,05 ANOVA) en ninguno de los grupos.

Los resultados del edema inducido por el porte de LC se muestran
en la Tabla 3.12. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los ojos portadores de LC de alto y bajo Dk después de 3
o 7 dias de uso prolongado (P>0,05 ANOVA). Los ojos portadores de LC de
alto Dk no sufrieron un edema corneal significativo a lo largo del estudio
(P>0,05 ANOVA), sin embargo los ojos portadores de LC de bajo Dk si
mostraron un edema corneal significativo entre las distintas visitas (P= 0,002
ANOVA).
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Paquimetria corneal (um)

Visita 1: Visita 2: Visita 3: pt
medida basal tres dias siete dias
con LC con LC
LC alto-Dk 578,87 + 28,10 586,66 + 27,53 584,60 + 29,52 0,904
LC bajo-Dk 541,13 + 24,43 554,20 + 26,31 554,33 + 28,64 0,673
P* 0,053 0,093 0,139

Tabla 3.11. Resumen de las medidas del espesor corneal central (media £+ DS),
obtenidas con el tomégrafo de coherencia éptica 3D OCT-2000, para las tres visitas
del estudio. *Analisis de la varianza (ANOVA). TAnalisis de la varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni.

Edema corneal (%)

Visita 1: Visita 2: Visita 3: P*
medida basal tres dias siete dias
conLC con LC
LC alto-Dk - 1,36 +1,27% 0,98+1,10 % 0,115

LC bajo-Dk

- 241+£1,07% 242+1,20%

0,002

P*

- 0,197 0,085

Tabla 3.12. Edema corneal inducido (media + DS) después de 3 dias y 7 dias de

uso prolongado con las LC. *Andlisis de la varianza (ANOVA).
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3.3.4.4. Deteccion de diferencias en la paguimetria epitelial

Los datos de paquimetria y edema epitelial siguieron una
distribucion normal segun el test de Saphiro-Wilk.

Los resultados de la paquimetria epitelial se muestran en la Tabla
3.13. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
ojos que portaron LC de alto Dk y los ojos que portaron LC de bajo Dk en
ninguna de las visitas (P>0,05 ANOVA). Tampoco se detectd un incremento
significativo en el espesor epitelial a lo largo del estudio (P>0,05 ANOVA) en
ninguno de los grupos.

Sin excepcion el espesor epitelial disminuyé con el uso de las
lentes, independientemente del tipo de lente utilizado o la visita de estudio
(tabla 3.14).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los ojos portadores de LC de alto y bajo Dk después de 3 dias de uso
de LC (P=0,558 ANOVA); sin embargo después de 7 dias de porte las LC de
bajo Dk presentaron un adelgazamiento epitelial significativamente superior
que en el caso de las LC de alto Dk (P=0,014 ANOVA). Por otro lado, ningun
ojo sufrié variaciones significativas del espesor epitelial a lo largo del estudio
(P>0,05 ANOVA).
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Paquimetria epitelial (um)

Visita 1: Visita 2: Visita 3: pt
medida basal tres dias siete dias
con LC con LC
LC alto-Dk 53,53 + 3,58 52,40 + 1,75 53,33 + 2,21 0,772
LC bajo-Dk 52,47 + 3,45 50,00 + 2,37 48,00 + 4,75 0,196
P* 0,644 0,106 0,053

Tabla 3.13. Resumen de las medidas del espesor epitelial (media + DS), obtenidas
con el tomografo de coherencia optica 3D OCT-2000, para las tres visitas del
estudio. *Analisis de la varianza (ANOVA). TAnalisis de la varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni.

Edema epitelial (%)

Visita 1: Visita 2: Visita 3: P*
medida basal tres dias siete dias
conLC con LC
LC alto-Dk -1,82+6,49% -0,23+3,19% 0,759
LC bajo-Dk -4,42 +6,97 % -8,60 +5,09 % 0,055
pP* 0,558 0,014

Tabla 3.14. Edema epitelial inducido (media + DS) después de 3 dias y 7 dias de

uso prolongado con las LC. *Andlisis de la varianza (ANOVA).




Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”

3.3.4.5. Deteccion de diferencias en la permeabilidad epitelial

Los datos de bioimpedancia epitelial siguieron una distribucién
normal segun el test de Saphiro-Wilk.

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
los ojos que portaron LC de alto Dk o bajo Dk (P>0,05 ANOVA); y ninguno
presentd variaciones estadisticamente significativas (P>0,05 ANOVA) en la
permeabilidad epitelial a lo largo del estudio (tabla 3.15).

3.3.4.6. Deteccion de diferencias en la permeabilidad endotelial

Los datos de bioimpedancia endotelial siguieron una distribucion
normal segun el test de Saphiro-Wilk.

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
los ojos que portaron LC de alto Dk o bajo Dk (P>0,05 ANOVA); y ninguno
presentd variaciones estadisticamente significativas (P>0,05 ANOVA) en la
permeabilidad endotelial a lo largo del estudio (tabla 3.16).
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Permeabilidad epitelial (Q)
Visita 1: medida  Visita2: tres Visita 3: siete pt
basal dias con LC dias con LC

LC alto-Dk 230,20x10* + 219,24x10* + 219,71x10* + 0,904
13,58x10* 19,30x10* 21,35x10*

LC bajo-Dk 204,48x10* + 206,24x10* + 160,75x10* + 0,356
27,29x10* 13,53x10* 88,86x10*

p* 0,096 0,253 0,187

Tabla 3.15. Resumen de las medidas de bioimpedancia epitelial (media £ DS), obtenidas
con el equipo de medida de bioimpedancia corneal CORBI, para las tres visitas del
estudio. *Andlisis de la varianza (ANOVA). 'Analisis de la varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni. 2= Ohmio

Permeabilidad endotelial (F)

Visita 1: medida  Visita2: tres Visita 3: siete pt
basal dias conlLC dias con LC
LC alto-Dk 450.08x107° + 586.02x10° + 447.31x10° & 0,581
111.78x107° 391.45x10° 244.07x10°
LC bajo-Dk 623.62x10° + 737.57x10° + 1212.89x107° + 0,341
573.96x10° 204.04x107° 934.85x107°
p* 0,526 0,465 0,114

Tabla 3.16. Resumen de las medidas de bioimpedancia endotelial (media + DS),

obtenidas con el equipo de medida de bioimpedancia corneal CORBI, para las tres visitas
del estudio. *Andlisis de la varianza (ANOVA). TAnélisis de la varianza (ANOVA) con
correccion de Bonferroni. F= Faradio
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3.3.4.7. Correlaciones

La permeabilidad epitelial mostré una alta correlacion con el
porcentaje de adelgazamiento epitelial [(p=0,004; r?=0,817) (figura 3.9)] vy
con el porcentaje de edema corneal [(p=0,045; r’=-0,643) (figura 3.10)]
después de 7 dias con las LC.

La permeabilidad endotelial mostré una alta correlacion con el
porcentaje de edema corneal inducido después de 7 dias con las LC
(p=0,044; r*=0,646) (figura 3.11).

El porcentaje de adelgazamiento epitelial mostré una alta
correlacion con el porcentaje de edema corneal después de 7 dias con las
LC (p=0,012; r*=-0,755) (figura 3.12).

El reducido tamano de la muestra asi como los valores extremos

encontrados sugieren una interpretacion cautelosa de los resultados.
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Permeabilidad del epitelio

250 x 104 -

e wu ?
200 x 10 -
150 x 10* - \
100 x 10* -
\
N\,
50 x 10° - L
r2= 0,817
p = 0,004 o
0
5 0 5 10 15 20

Edema epitelial (%)

Figura 3.9. Correlacién entre permeabilidad epitelial (Q) y

edema epitelial (%).
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Figura 3.10. Correlacién entre permeabilidad epitelial (Q) y

edema corneal total (%).
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Figura 3.11. Correlacién entre permeabilidad endotelial (F) y
edema corneal total (%).
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Figura 3.12. Correlacion entre edema epitelial (%) y edema
corneal total (%).
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3.3.5. Discusion

La fisiologia de la cornea se ve alterada por el porte de LC,
principalmente como resultado de la hipoxia inducida y el trauma mecanico
generado."®® Estos cambios en la homeostasis corneal pueden provocar
una situacién en que la cornea se vuelve vulnerable tanto a la entrada de
agentes externos (asociado con un mayor riesgo de infeccidn

microbiana,’’"1%®

cuando la funcién barrera del epitelio se ve afectada); como
al edema corneal'® (cuando la funcién barrera del endotelio falla y se pierde
el equilibrio necesario para mantener el nivel normal de deshidratacién
corneal). Es por este motivo que la investigacion en el campo de la
contactologia ha puesto especial interés durante las ultimas décadas en
desarrollar métodos que evaluen de manera directa y cuantitativa el estado

de la funcion barrera del epitelio y el endotelio corneal.

Como ya se ha descrito anteriormente, la funcion barrera de estas
capas corneales puede ser directamente evaluada objetivamente en
humanos in vivo unicamente utilizando técnicas de fluorofotometria (medida
de la captacion de fluoresceina en estroma y camara anterior, y cambios en
su concentracién a lo largo del tiempo).”® La técnica empleada apenas ha
evolucionado desde que surgiera a finales de la década de los 60° y

principios de los’®"°7®

con el inconveniente de que todas sus desventajas se
mantienen desde entonces: excesivos tiempos de espera,’ baja
repetibilidad®® y necesidad de un mayor refinamiento de la técnica para su

popularizacion en la practica clinica.’*®"

La inconsistencia entre distintos estudios al aplicar la medida de la
fluorofotometria para la evaluacion de la funcion barrera de epitelio y

endotelio confirman estas afirmaciones. McNamara®* reporté un incremento
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medio del 41% en la permeabilidad epitelial después de 1 hora de porte de
LCH (Dk=18) con los parpados ocluidos, mientras que Lin®® no hallé cambios
en la permeabilidad epitelial en sujetos que llevaron LCH (Dk=140) en las

mismas condiciones (1 hora con los ojos cerrados). McNamara''®

repitio el
estudio pero esta vez aumentaron el tiempo de porte de las LC (las mismas
lentes que en el estudio anterior®) y encontraron un aumento de la
permeabilidad epitelial del 99% en sujetos que llevaron las lentes de manera
continuada durante 2 semanas sin observar cambios con |ampara de

hendidura.

En cuanto al endotelio, Dutt®

reporté un incremento significativo
de la permeabilidad endotelial en un grupo de usuarios de LCH (Dk/t medio
= 17+3) con una media de 4 afos de uso, frente a un grupo de sujetos
control no usuarios de LC. Sin embargo, Bourne® y Carlson™' no
encontraron cambios significativos en la funcion barrera endotelial en un
grupo de usuarios de LC (distinto disefio y Dk), con al menos 5 afos de uso,
frente a un grupo de sujetos control no usuarios de LC. Finalmente, Chang’®
hall6 un descenso de la permeabilidad endotelial en dos grupos de usuarios
de LCH (el autor no especifica Dk), divididos en funcion del tiempo de uso de
las lentes: menos de 5 afios y mas de 5 afios, frente a un grupo de sujetos
control. Este ultimo autor atribuye sus resultados (descenso de la
permeabilidad endotelial) a la falta de fiabilidad del método de medida de la

fluorofotometria y no al efecto del porte de las LC.

Parece razonable por tanto afirmar que la fluorofotometria, a
pesar de ser la unica herramienta disponible para valorar de manera directa
el estado de la funcién barrera del epitelio y el endotelio de la cornea
humana in vivo, tiene una utilidad limitada en la practica clinica, que justifica

la necesidad de encontrar nuevas técnicas capaces de detectar y monitorizar
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los cambios en la permeabilidad de estas capas corneales en sujetos
portadores de LC.

El presente trabajo se planted con el objetivo de establecer la
seguridad y capacidad de un nuevo método basado en el estudio de las
propiedades eléctricas pasivas de la cornea (bioimpedancia corneal), para
obtener de una manera directa, objetiva y cuantitativa el estado de la funcién
barrera epitelial y endotelial de la cornea humana in vivo, cubriendo esta

necesidad.

3.3.5.1. Seqguridad de la técnica de medida de bioimpedancia corneal

El principal objetivo de este estudio fue determinar si la aplicacién
del sensor de medida de la bioimpedancia sobre la superficie de la cérnea es
segura y no provoca dafos sobre la misma. Los resultados no muestran
signos macroscopicos de dafio epitelial secundario a la aplicacion del sensor
sobre la superficie corneal al ser evaluada mediante tincion con fluoresceina
y lampara de hendidura con luz azul cobalto. Los sujetos no reportaron dano,
malestar o incomodidad durante o después de la realizacion de la medida.

Unicamente se encontrd una queratopatia punteada superficial
leve en un ojo que portd LC de bajo Dk, tanto a los 3 como a los 7 dias de
porte, atribuible a la hipoxia inducida por la lente. Es importante resaltar que
no se observo tincion por fluoresceina en la evaluacién de la superficie
ocular de este ojo después de realizar la medida basal de la bioimpedancia
corneal (antes de que hubiera llevado la lente), sino que unicamente se

aprecio tras el porte de la LC.
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Estos resultados confirman por tanto que la herramienta de
medida de la bioimpedancia corneal es segura para su uso en la practica
clinica como técnica de evaluacion de la permeabilidad epitelial y endotelial

de manera no invasiva en corneas humanas in vivo.

3.3.5.2. Permeabilidad epitelial

La permeabilidad epitelial no ha mostrado cambios significativos a
lo largo del estudio (a los 3 o 7 dias de porte prolongado) para ninguno de
los dos tipos de LC empleadas (alto o bajo Dk). Sin embargo, y aunque no
es estadisticamente significativo, si se ha encontrado un ligero descenso de
la permeabilidad epitelial (lo que puede entenderse como una mejora de la
funcién barrera del epitelio) en el caso de los ojos que llevaron la LC de bajo
Dk después de 7 dias de uso prolongado.

Este hallazgo es muy interesante teniendo en cuenta que a priori
podria parecer contrario a lo esperado (fallo de la funcion barrera y
consiguiente aumento de la permeabilidad), lo que se asemeja a los
resultados encontrados en el “Estudio |[|. Bioimpedancia corneal.
Permeabilidad epitelial en modelo animal”, donde a las 24 horas de porte de
las LC el epitelio de los conejos presentd igualmente una disminucién en su
permeabilidad. En aquel estudio, se planteé que la causa pudiera ser una
disminucién del espacio extracelular en el tejido epitelial dadas las
referencias bibliograficas que proponen un adelgazamiento epitelial en
usuarios de LC,'%%121122 hinstesis que no pudo comprobarse puesto que
durante la realizacion del experimento no se monitorizaron los cambios en el

espesor epitelial.

Por este motivo, en el presente trabajo si se incluy6 la medida del
espesor epitelial (3D OCT-2000). De la misma manera que no se han
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encontrado cambios significativos en la permeabilidad del epitelio, tampoco
el espesor epitelial ha mostrado cambios significativos a lo largo del estudio
para ninguno de los dos tipos de LC empleadas (alto y bajo Dk). Si bien se
ha observado una tendencia al adelgazamiento epitelial en los ojos que
llevaron LC de bajo Dk (rozando la significacién estadistica) que debera

contrastarse en futuros trabajos.

Un adelgazamiento del epitelio puede traducirse en mayor
compresion de sus células y por consiguiente menos espacio extracelular.
Con la disminucion del espacio extracelular se reduce el espacio por donde
ha de pasar la corriente durante la medida de la bioimpedancia, lo que
supone mayor dificultad para el paso de la corriente, compatible con una
disminucién de la permeabilidad del epitelio. Son varios los estudios que han
reportado un adelgazamiento de la capa epitelial secundario al uso de
LC'%8121122 (3unque en estos trabajos no se ha medido la permeabilidad
epitelial), por lo que el cambio en la bioimpedancia parece biolégicamente

plausible.

Lin®® reportd la misma tendencia hacia el descenso de la
permeabilidad epitelial (aunque sin cambios significativos) en ojos que
llevaron una LCH de alto Dk (Dk=140) durante 1 hora. En aquel estudio no
se monitorizaron los cambios en la paquimetria epitelial, y el autor no pudo
explicar la razon por la cual la funcién barrera del epitelio parecia mejorar,
deduciendo que se trataba de algun tipo de efecto protector por parte del
epitelio al hecho de portar LC. Los resultados encontrados en el presente
trabajo encuentran una explicacion a estos hallazgos que no implica ningun
efecto protector del epitelio, sino que sugieren que la permeabilidad epitelial
disminuye debido al adelgazamiento del epitelio corneal durante el porte
prolongado de LCH de bajo Dk durante una semana.



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”

3.3.5.3. Permeabilidad endotelial

La permeabilidad endotelial no ha mostrado cambios significativos
a lo largo del estudio (a los 3 o 7 dias de porte prolongado) para ninguno de
los dos tipos de LC empleadas (alto o bajo Dk) en este trabajo. Sin embargo,
si que se aprecia una clara tendencia al aumento de la permeabilidad del
endotelio en los sujetos que llevaron LC de bajo Dk, que correlaciona con el
edema corneal inducido (r=0,646; p=0,04). Estos hallazgos parecen sugerir
que, aunque no de manera estadisticamente significativa, la funcion barrera
del endotelio puede verse afectada por la hipoxia que induce el uso
prolongado de LCH de bajo Dk durante 3 y 7 dias, provocando la pérdida de
cohesion de las TJ que a su vez incrementa la conductividad eléctrica del
endotelio al disminuir la resistencia endotelial, ya que la corriente puede
atravesar el tejido con mayor facilidad por los espacios intercelulares. Estos
resultados concuerdan con el edema corneal que se ha encontrado en este

estudio.

Los estudios de Bourne®” y Carlson™' tampoco reportaron
cambios significativas en la permeabilidad endotelial en un grupo de
usuarios portadores de LC (distinto disefio y Dk) de mas de 5 afios frente a
un grupo de sujetos control no wusuarios de LC, empleando Ia

fluorofotometria para evaluar la funcién barrera del endotelio.

3.3.5.4. Puntos fuertes vy limitaciones

Este trabajo ha evaluado y cuantificado por primera vez la
seguridad y capacidad de una nueva técnica basada en medidas de la
bioimpedancia corneal que proporciona de manera objetiva datos de la
permeabilidad del epitelio y el endotelio de la cérnea en usuarios de LCH in

vivo de manera no invasiva.
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Se han utilizado dos tipos distintos de LC con el objetivo de
inducir diferente grado de hipoxia en la cornea y por consiguiente diferente
grado de alteracion en la permeabilidad de las capas estudiadas para
determinar si el prototipo actual permite detectar cambios en la
permeabilidad epitelial y endotelial en funcion del edema determinado con el
cambio en el espesor corneal y epitelial durante una semana de porte de LC.

La principal limitacién de este estudio fue la pequefia muestra de
sujetos empleada, al tratarse de una prueba de concepto cuyo principal
objetivo fue la valoracién de la seguridad de la aplicacion de ésta técnica en
humanos in vivo. Asi, siguiendo las recomendaciones del Real Decreto
561/1993 sobre Ensayos Clinicos, el estudio estuvo compuesto por un
numero pequefio de voluntarios en los que se evalu6 la seguridad de la

aplicacién de la técnica de medida de la bioimpedancia corneal in vivo.

Ademas, la falta de trabajos previos con este método en
humanos no permite comparar resultados, evaluar su eficacia, o comparar la
repetibilidad y reproducibilidad de las medidas. Son necesarias mejoras en el
equipo para que permita su futura implantacion en la practica clinica, y mas
trabajos clinicos que permitan un aumento del tamafo muestral y determinen
su eficacia y utilidad clinica. También parece necesario determinar el rango
de valores de normalidad de la permeabilidad del epitelio y el endotelio

corneal en sujetos sanos y no usuarios de LC.

Por otro lado, se ha considerado la posibilidad de que el
anestésico topico pueda alterar la permeabilidad del epitelio y el endotelio
corneal o la paquimetria total de la cérnea. En el caso de ésta ultima, parece
qgue existe un claro consenso por el que se acepta que la oxibuprocaina al

0,4% (empleada en este estudio) no induce cambios significativos en la
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paquimetria corneal.”?"*" En el caso de la permeabilidad corneal, aunque el
efecto estd menos estudiado, ninguno de los trabajos encontrados ha
reportado cambios significativos en la permeabilidad epitelial tras la

138,139

instilacién de este anestésico, sin que se hayan encontrado referencias

en cuanto a la permeabilidad endotelial.

Las futuras aplicaciones de ésta técnica incluirian la
monitorizacion de la funcién barrera de epitelio y endotelio en diferentes
situaciones clinicas como en cirugia ocular (por ejemplo cirugia de cataratas,
cirugia refractiva o implante de anillos intraestromales); la evaluacién de la
idoneidad de una cérnea donante para su trasplante, o la monitorizacion de
cualquier tipo de disfuncion endotelial (como la distrofia endotelial de Fuch o
el sindrome endotelial iridocorneal); lo que ayudaria en el manejo de estos
pacientes.

3.3.5.5. Conclusiones

En resumen, este trabajo proporciona por primera vez una medida
segura, directa, objetiva y cuantitativa de la permeabilidad del epitelio y
endotelio de la cornea humana in vivo de manera no invasiva mediante el
estudio de sus propiedades eléctricas pasivas, haciendo de la medida de la
bioimpedancia corneal una potencial herramienta para el diagnéstico y

monitorizacion de cambios en la fisiologia de la cornea.

Este trabajo ha demostrado que la medida de la bioimpedancia es
una técnica segura en humanos, si bien es necesaria mas investigacion que
determine si puede llegar a ser un instrumento eficaz para detectar cambios
en la permeabilidad del epitelio y endotelio corneal relacionados con el porte
de LC.
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Por tanto, se necesitan futuros trabajos que mejoren la
repetibilidad y fiabilidad del prototipo de medida utilizado, estableciendo un
rango de normalidad para los valores de la permeabilidad de las capas
epitelial y endotelial en una coérnea sana, y correlacionando la medida de la
bioimpedancia con las alteraciones corneales secundarias al uso de LC.
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4.1. Introduccion

DIFERENCIAS ANATOMICAS

centro Vs periferia

Aunque a nivel macroscopico la cornea resulte ser una estructura de
dimensiones y organizacion relativamente similares a lo largo de toda su
superficie, la realidad es que existen diferencias significativas entre la zona
central y la zona periférica del tejido corneal.

En esta seccion se detallaran las diferencias anatomicas mas
notables entre ambas zonas, con especial atencién a las diferencias entre el

espesor corneal central y el periférico y su posible repercusion en el uso de LC.

183
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4.1.1. Definicidn de la zona central y periférica de la cornea

Aunque no existe una clara definicién de las zonas en que puede ser
dividida la superficie corneal,® parece que la manera mas aceptada distribuye
su geografia en 3 zonas teniendo como punto de referencia el apex corneal:

cérnea central, cérnea paracentral y cornea periférica (figura 4.1).

Cdrnea central o zona 6ptica

Es el area que comprende desde el
apex hasta los 2 mm de distancia.

Coérnea paracentral

Es el anillo que comprende desde los
2 hasta los 4 mm de distancia al

apex.
]
]
Cérnea periférica () cérnea Periférica
Es la zona que se extiende desde los O Cérnea Paracentral
4 mm de distancia al apex hasta el
limbo de la cornea. (O cémeaCentral

Figura 4.1. Distribucion de las tres zonas en que se divide clasicamente la cornea.
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4.1.2. Diferencias en el espesor corneal

La primera y mas notable diferencia entre la cérnea central y la
periférica es el aumento progresivo del grosor desde el apex hasta el limbo. La
cornea tiene un espesor medio de 535 pm en el centro® y de 672 ym en la

periferia® (fuera de los 4 mm centrales).

Sin embargo, este aumento de grosor no es simétrico desde el
centro hacia la periferia, sino que existe un crecimiento asimétrico donde la
zona superior presenta el mayor espesor, seguido por la zona nasal, inferior y
por Ultimo temporal.™® En el caso del meridiano horizontal, esta asimetria hace
que a 4 mm de distancia del centro la cornea sea aproximadamente un 21%
mas gruesa en la periferia nasal y un 19% mas gruesa en la periferia

temporal.™’

4.1.3. Relevancia clinica del espesor corneal periférico

A pesar de esta marcada diferencia en el espesor corneal entre el
centro y la periferia, generalmente en la rutina de la practica clinica es usual
emplear Unicamente la medida del espesor central o apex de la cérnea. Sin
embargo, la medida del grosor en la periferia de la cornea puede ser un
parametro a considerar al evaluar, monitorizar y tratar patologias corneales que
presentan diferentes afectaciones segun la localizacion. Es el caso de
afecciones como el queratocono,’? la esclerosis sistémica (que produce un
engrosamiento de la zona central de la cérnea sin engrosamiento en la zona
periférica),* la infeccién por el virus del herpes simple (produce lesion en el

centro corneal en forma de dendritas y lesidn mas serpiginosa y dolorosa en la
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% 0 la medida de la presion intraocular (que se ve influenciada por el

145

periferia),
espesor en la media periferia, especialmente en tonédmetros de no contacto).

También es importante valorar el grosor periférico corneal en la
evaluacion y monitorizacion de pacientes sometidos a diferentes tipos de

cirugia corneal, como puede ser en el caso de la insercion de anillos

6

intraestromales;'*® incisiones relajantes limbares;*® cirugia refractiva;'’

queratoplastia penetrante,™’ o en el caso del tratamiento del crosslinking (que

)148

es menos efectivo en la periferia que en el centro corneal) **, entre otros.

4.1.4. Otras diferencias entre el centro y la periferia de la cérnea

Ademas de en el espesor, existen otras diferencias entre el centro y
la periferia de la cornea. Algunas de estas son:

® Radio de curvatura anterior y potencia refractiva. La superficie
corneal anterior sufre un aplanamiento desde la zona central a la
periférica,™ lo cual esta a su vez relacionado con la potencia (D),

que es mayor en la zona central que en la periferia.

® |nervacién. La coérnea contiene una mayor densidad de fibras y

terminaciones nerviosas en el centro que en la periferia.150

® Nutricidén y defensa. La zona periférica de la cérnea recibe gran
parte de su nutricion e inmunodefensa gracias a los vasos
sanguineos Yy linfaticos que se encuentran en la zona del limbo
corneal, lo que explica la presencia en la zona periférica con mas

frecuencia de indicadores e infiltrados de inflamacion.'®’
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® Epitelio. La densidad de células madre del epitelio es mayor en la
periferia que en el centro,’ ya que éstas residen en la zona del
limbo corneal. Ademas, las células epiteliales periféricas han
demostrado una mayor capacidad de mitosis y proliferacion que

las de la cornea central.'®®

® Estroma. La densidad de queratocitos es mayor en la periferia que
en el centro.”™ Ademas, se cree que el nimero de laminas de
colageno asi como el espesor de sus fibrillas es superior en la
periferia, lo que podria ser en si una explicacion al hecho de que

la cérnea sea mas gruesa en la periferia que en el centro."®

® Endotelio. La densidad celular es mayor en la periferia que en el
centro.”® Las células periféricas del endotelio presentan ademas
cierta actividad mitogénica, al contrario que las células de la zona
central del endotelio."’

4.1.5. Espesor corneal periférico y edema inducido por el uso de LC

Dadas las diferencias anatomicas entre la zona central y periférica
de la cornea parece logico pensar que la respuesta corneal a la hipoxia
inducida por el uso de LC pudiera ser diferente entre ambas zonas, o incluso
entre distintos puntos de la periferia. La literatura presenta controversia y
plantea tres respuestas diferentes: que la coérnea central se edematiza en

mayor medida que la periférica,® 124158164

|164-166

que la cérnea periférica se

edematiza mas que la centra
I 1,166-169

y, por ultimo, que toda la superficie corneal

se edematiza por igua
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Esta polémica se mantiene tanto en estudios disefiados a corto

124,158,159,162-164,166,169 como en estudios

plazo (entre 2 y 8 horas de uso de LC)
disefiados a medio-largo plazo (a partir de 1 semana de porte de
LC),138.160.161.165,167.168 |5 que hace complicado establecer una posible relacién
entre el tiempo de porte de las LC y la respuesta corneal a la hipoxia
secundaria a su uso (respuesta temprana versus respuesta cronica), en

términos de distribucion de la topografia del edema a lo largo de la cérnea.

Trabajos anteriores del Grupo de Investigacion en Optometria del
IOBA han encontrado una distribucion uniforme del edema inducido por el porte
de LC prolongado (durante una semana), es decir, el mismo grado de edema

en el centro que en la periferia corneal.”
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4.2. Estudio lll. Asimetria del espesor corneal

PORTE DE LC

a corto plazo

Dada la controversia referente al grado de edema corneal provocado
por el uso de LC entre el centro y la periferia de la cérnea (apartado 4.1.5)
parecen necesarios nuevos trabajos que ayuden a clarificar esta controversia y
a dilucidar, en la medida de lo posible, los mecanismos de respuesta corneal a
la hipoxia inducida por el porte de LC. Ademas, ningun estudio previo ha
evaluado como afecta el edema a la asimetria que existe en el espesor corneal
entre la periferia nasal y la temporal, por lo que ahondar en este aspecto
aportaria nuevo conocimiento para un mayor entendimiento de la biomecanica

corneal.
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4.2.1. Introduccion

En la seccion 4.1 han sido descritas las diferencias anatomicas entre
las zonas central y periférica de la cérnea. Varios trabajos han evaluado el
edema corneal tanto en el centro de la cérnea como en distintos puntos de la
periferia, con distintos tiempos de porte de las lentes (corto-medio-largo plazo)
y en usuarios de diferentes tipos de LC, existiendo controversia respecto de si
el edema se distribuye uniformemente por toda la superficie corneal o es mas
agudo en una u otra zona de la cornea (apartado 4.1.5). Ademas, ninguno de
los trabajos previos ha tenido en cuenta la asimetria entre las zonas central,
nasal y temporal, y su posible variacion con el edema inducido por el porte de
LCH.

El principal propdsito de este estudio fue el de evaluar la respuesta
corneal a corto plazo a la hipoxia provocada por el uso de LCH de alta y baja
permeabilidad al oxigeno (Dk) determinando los cambios en el centro y en la
periferia a lo largo del eje horizontal de la cornea (periferia nasal y temporal).

4.2.2. Hipotesis y objetivos

4.2.2.1. Hipotesis

El edema corneal provocado por el porte de lentes de contacto
hidrofilicas de alta y baja permeabilidad a corto plazo se distribuye
uniformemente desde el centro hacia la periferia corneal (hacia las zonas nasal
y temporal), sin que se modifiquen las proporciones entre las distintas zonas de
la topografia corneal a lo largo del meridiano horizontal.
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4.2.2.2. Objetivos

® Objetivo 4 de la tesis: Evaluar la distribucion topografica del
edema corneal inducido por el uso de LCH de diferente
permeabilidad al oxigeno durante un corto plazo de porte, y
establecer si el edema se reparte homogéneamente entre centro y

periferia o se acentua mas dependiendo de la zona corneal.

4.2.3. Material y métodos

El presente trabajo se enmarcd dentro de un proyecto de
investigacion multicéntrica entre la Vision Sciences unit del Department of Life
Sciences de la Glasgow Caledonian University y el Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid. La
Universidad de Valladolid financié la estancia de la doctoranda en la Glasgow
Caledonian University durante 3 meses con la “Ayuda para Estancias Breves
durante el desarrollo de Tesis Doctorales”.

El protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de la Universidad de Valladolid.

4.2.3.1. Sujetos

Un total de 20 sujetos que cumplieron los requisitos de inclusién y
exclusion (tabla 3.8) fueron incluidos en el estudio.
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4.2.3.2. Lentes de contacto

Se utilizaron dos tipos distintos de LC en funcién del Dk del material
con el objetivo de inducir diferente grado de hipoxia en la coérnea y por
consiguiente diferente grado de edema corneal segun la LC utilizada. Asi, se
escogié una LC de baja permeabilidad al oxigeno (etafilcon A, Dk = 28, Acuvue
2, Johnson & Johnson, Jacksonville, FL) y otra LC de alta permeabilidad al
oxigeno (lotrafilcon B, Dk = 110, Air Optix Aqua, Ciba Vision, Duluth, GA). Las
caracteristicas de las LC se detallan en la tabla 3.9.

4.2.3.3. Instrumentacion

La medicion del espesor corneal se realizé con el equipo Pentacam
(Oculus Optikgerate GmbH, Wetzlar, Alemania). Se trata de un instrumento que
utiliza una camara de Scheimpflug (apartado 2.3.6) que rota 180 grados
alrededor del eje Optico del ojo. El proceso de medicion completo dura menos
de 2 segundos, durante los cuales se toman y analizan hasta 25.000 puntos de
elevacion de la cornea. Ademas, durante este tiempo también se corrigen

posibles movimientos del ojo para que no afecten a la medida realizada.

La paquimetria se calcula y representa para la superficie completa
de la cérnea, de limbo a limbo. La fiabilidad de la medida de la paquimetria
central y periférica de este instrumento ha sido evaluada en numerosos

estudios previos.'"%"72

En cada ocasién se midi6 tres veces consecutivas la paquimetria
corneal en cada ojo, utilizandose la media de las tres medidas como valor final.
El mismo explorador realizé todas las medidas de paquimetria corneal

siguiendo las recomendaciones del fabricante y se encargd de recopilar los
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valores de cada medida en cinco localizaciones diferentes a lo largo del
meridiano horizontal de la cérnea (figura 4.2):

a tempo ray

ferl

pet

Figura 4.2. Representacion de las cinco localizaciones donde se recogieron los
valores de paquimetria corneal.

® Centro corneal: el valor utilizado como paquimetria del centro de
la cérnea fue el centro geométrico de la misma (CCT), siguiendo
las recomendaciones de la literatura para obtener medidas fiables

172

y repetibles tanto en el centro como en la periferia''“ (utilizando el

CCT como punto de referencia).

® Periferia nasal: utilizando como referencia el punto central CCT,
se recogieron los valores a 4 y 5 mm de distancia en el meridiano

horizontal hacia el lado nasal de la cornea. De aqui en adelante
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estos puntos seran identificados como N4 (periferia nasal, a 4 mm
del centro de la cornea) y N5 (periferia nasal, a 5 mm del centro

de la coérnea).

® Periferia temporal: utilizando como referencia el punto central
CCT, se recogieron los valores a 4 y 5 mm de distancia en el
meridiano horizontal hacia el lado temporal de la cornea. De aqui
en adelante estos puntos seran identificados como T4 (periferia
temporal, a 4 mm del centro de la cornea) y TS (periferia temporal,
a 5 mm del centro de la cornea).

4.2.3.4. Procedimiento

El estudio se dividio en dos visitas. En la primera visita (visita de
inclusion) se seleccion6 a los participantes en funcion de los criterios de
inclusion y exclusion (tabla 3.8). Se explicdé a cada sujeto la naturaleza de la
investigacion y se les invitd a leer una hoja de informacioén al paciente (ANEXO
VI). Se requirid de los usuarios habituales de LC que dejaran de utilizar sus
lentes al menos una semana antes del comienzo del estudio. Se resolvieron las
eventuales dudas de los sujetos y a continuacion se obtuvo el consentimiento
informado (ANEXO VII) de cada participante. Todos los sujetos fueron tratados

acorde a la Declaracion de Helsinki.'?’

En la segunda visita (visita de estudio) se completd la anamnesis del
sujeto y se realizdé una exploracion optométrica donde quedaron registradas la
agudeza visual, refraccion subjetiva, exploracion biomicroscopica del polo
anterior y se obtuvieron los valores basales de paquimetria corneal con el
Pentacam, tal y como se ha descrito en el apartado 4.2.3.3. A continuacién, un
ojo de cada participante fue aleatoriamente asignado como ojo control mientras
que el contralateral seria el portador de la LC. A su vez, se asigné de manera

aleatoria la LC que portaria el sujeto (bajo o alto Dk) y se adapto la LC que
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correspondiera en cada caso comprobando que la adaptacién (movimiento,
centrado, comodidad del paciente) fuese Optima. De esta manera, se
obtuvieron tres grupos de estudio diferentes (tabla 4.1).

Grupo control:

Compuesto por los ojos que no llevaron LC (n=20)

Grupo alto-Dk:

Compuesto por los ojos que llevaron LC de alta
permeabilidad al oxigeno (n=10)

Grupo bajo-Dk:

Compuesto por los ojos que llevaron LC de baja
permeabilidad al oxigeno (n=10)

Tabla 4.1. Grupos del “Estudio Ill. Asimetria del espesor
corneal. Porte de LC a corto plazo”.

Las LC se portaron durante un tiempo de 40 minutos. Transcurridos
estos 40 minutos, se procedid a la retirada de la LC e inmediatamente se
repitieron las medidas de paquimetria, primero del ojo que porté la LC y

después del ojo que sirvio como control.

A continuacion se repitié la evaluacion optométrica que se realizé al
comienzo de la visita para descartar cualquier tipo de dafno en las cérneas de
cada sujeto, momento en el que se dio por finalizada la participacion del sujeto
en el estudio; salvo en el caso de que el sujeto evaluado presentara cualquier
sintoma o signo de complicacion secundario al uso de la LC, en cuyo caso se

determinaria un régimen de visitas y/o tratamiento si fuera necesario.
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4.2.3.5. Criterios de edema vy asimetria

El criterio que se emple6 para determinar el grado de edema
inducido entre la medida basal y la medida final (después de portar la LC) fue la
variacion que se produjo en el espesor corneal expresado en porcentaje para
las cinco localizaciones estudiadas (CCT, N4, N5, T4 y T5). La formula
empleada para calcular este porcentaje se expresa en la tabla 3.4.

La asimetria entre la paquimetria central y periférica se calculé6 como
la diferencia en micras del valor de la periferia menos el valor del centro
(diferencia absoluta). El ratio de progresion desde el centro hacia la periferia
nasal y temporal se calcul6 dividiendo el valor de la paquimetria en la periferia
entre el valor del centro (indice relativo periférico o IRP) (tabla 4.2).

Diferencia absoluta (pm) = Pnainsmams - Peet

IRP (%) = PN4/N5/T4/T5/ I:)CCT

Tabla 4.2. Férmulas empleadas para calcular la diferencia
absoluta y el indice relativo periférico (IRP) entre el centro
y la periferia de la cérnea. Pcct = paquimetria en el centro
corneal. Pnansrars = paquimetria en las localizaciones
periféricas evaluadas: N4, N5, T4 y T5.

La asimetria entre la paquimetria periférica nasal y temporal se
calculéo como la diferencia en micras del valor en la periferia nasal menos el
valor de la periferia temporal en cada localizacién (a 4 y 5 mm del CCT)
(diferencia absoluta). El ratio de la diferencia entre ambas periferias se calculd
dividiendo el valor de la paquimetria nasal entre el valor de la paquimetria
temporal en cada localizacion (IRP) (tabla 4.3). Las formulas empleadas fueron
por tanto:
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Diferencia absoluta (um) = Pnyns — Prasrs

IRP (%) = Pnains / Prarrs

Tabla 4.3. Férmulas empleadas para calcular la diferencia
absoluta y el indice relativo periférico (IRP) entre la
periferia nasal y la periferia temporal de la cérnea. Pngns
= paquimetria en la periferia nasal (N4 o N5). P15 =
paquimetria en la periferia temporal (T4 o T5).

En la tabla 4.4 se muestra la nomenclatura que de ahora en adelante
se empleara en referencia a la diferencia absoluta o IRP en funcion de las
localizaciones estudiadas.

Localizacién Diferencia IRP
absoluta

Entre el centro y la periferia nasal a 4 mm N4 — CCT N4 /CCT
Entre el centro y la periferia nasal a 5 mm N5 - CCT N5/ CCT
Entre el centro y la periferia temporal a 4 mm T4 - CCT T4/ CCT
Entre el centro y la periferia temporal a 5 mm T5-CCT T5/CCT

Entre la periferia nasal y la temporal a 4 mm de CCT N4 - T4 N4 /T4

Entre la periferia nasal y la temporal a 5 mm de CCT N5 -T5 N5/T5

Tabla 4.4. Nomenclatura para la diferencia absoluta e indice relativo periférico (IRP) en
funcién de las localizaciones.
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4.2.3.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS 19.0 (SPSS
Inc; Chicago, IL, USA) para Windows. Se genero la estadistica descriptiva. Se
empleo el test de Saphiro-Wilk para evaluar la normalidad de la distribucién de
los datos. Se emplearon los siguientes contrastes estadisticos (se tomo un
valor de P<0,05 como diferencia significativa):

® | as diferencias en el espesor corneal en el tiempo se analizaron
con la prueba t de Student para datos apareados entre la medida
basal (antes de llevar la LC) y la medida final (40 minutos con LC)

en cada grupo de estudio (control, alto-Dk y bajo-Dk).

® | as diferencias en el espesor corneal basal entre grupos (control,
alto-Dk y bajo-Dk) se analizaron con un analisis de la varianza
(ANOVA) con correccion de Bonferroni para detectar si existian

diferencias en el espesor corneal antes del porte de las LC.

® | as diferencias en el grado de edema entre grupos (control, alto-
Dk y bajo-Dk) se analizaron con un analisis de la varianza
(ANOVA) con correccion de Bonferroni para detectar si las
diferencias eran atribuibles a la hipoxia provocada por el uso de
LC.

® | as diferencias en la asimetria (asimetria centro — periferia y
asimetria nasal — temporal) en el tiempo se analizaron con la
prueba t de Student para datos apareados entre la medida basal
(antes de llevar la LC) y la medida final (40 minutos con LC) en

cada grupo de estudio (control, alto-Dk y bajo-Dk).
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® |as diferencias en la asimetria (asimetria centro — periferia y
asimetria nasal — temporal) entre grupos (control, alto-Dk y bajo-
Dk) después de 40 minutos de porte de las LC se analizaron con
un analisis de la varianza (ANOVA) con correccion de Bonferroni.

4.2.3.7. Instalaciones

Todas las medidas se realizaron en el Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid.

El analisis estadistico y de los resultados se llevo a cabo en la Vision
Sciences unit del Department of Life Sciences de la Glasgow Caledonian
University, en Glasgow, Reino Unido.

4.2 4. Resultados

4.2.4.1. Muestra

Se incluyeron en el estudio 40 ojos de 20 sujetos, quince mujeres y
cinco hombres. El rango de edad varié desde los 20 a los 34 afnos con un valor
medio de 27 + 4,9 afos. El rango de refraccion en términos de equivalente
esférico fue de entre +0,50 hasta -6,00 D con un valor medio de -1,33 £ 1,92 D.
Siete eran usuarios de LC (seis utilizaban LCH y uno LCRPG), que

suspendieron su uso al menos una semana antes de comenzar el estudio.

Ningun sujeto presentd a lo largo del estudio signos clinicos de
complicaciones oculares relacionadas con el uso de las LC del estudio como
tincion corneal, inyeccion limbar, papilas, estrias, u otros hallazgos (grado = 1
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en la escala Efron para valorar complicaciones de LC).''?° Ningun sujetd
abandoné el estudio ni por su propia voluntad ni por decisién del equipo
investigador.

4.2.4.2. Medida basal del espesor corneal central y periférico y asimetrias

corneales

Los datos de paquimetria corneal siguieron una distribucion normal

segun el test de Saphiro-Wilk.

Los valores basales de paquimetria de la muestra de estudio para
las localizaciones CCT, N4, N5, T4 y T5 se muestran en la tabla 4.5. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el espesor corneal
basal entre los grupos control, alto-Dk y bajo-Dk (P>0,05 ANOVA).

Localizaciéon Espesor corneal * DS (um)
N5 832,61 + 39,71
N4 736,18 + 36,186
CCT 566,45 + 28,71
T4 686,55 + 26,49
T5 786,51 + 34,17

Tabla 4.5. Espesor corneal basal en las cinco
localizaciones estudiadas para la muestra total del
estudio. DS = desviacién estandar.
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La asimetria entre el centro y la periferia corneal mostré6 una
progresion desigual del engrosamiento corneal entre las zonas nasal y
temporal. Concretamente, N4 y N5 resultaron ser un 30% y un 47%
respectivamente mas gruesa que CCT, mientras que T4 y T5 fueron un 21% y
un 39% respectivamente mas gruesa que CCT (tabla 4.6). Igualmente, la
asimetria entre la zona nasal y la zona temporal mostré que el espesor corneal
nasal fue un 7% (N4) y un 6% (N5) mayor que el espesor corneal temporal en
T4 y TS5 respectivamente (tabla 4.6).

Localizacion Diferencia absoluta = DS (um) IRP £ DS (%)
N5 - CCT 266,17 £ 32,96 1.47 £ 0,06
N4 — CCT 169,73 £ 18,93 1.30 £ 0,03
T5-CCT 220,06 £ 34,52 1.39 £ 0,07
T4 - CCT 120,11 £ 18,51 1.21 £ 0,03

N5-T5 46,10 + 29,03 1,06 £ 0,04
N4 —T4 49,62 + 19,35 1,07 £ 0,03

Tabla 4.6. Diferencias absolutas (um) e IRP (%) entre el espesor corneal central
(CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico temporal (T4 y T5). DS = desviacion
estandar.
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4.2.4.3. Diferencias en la paquimetria y edema del espesor corneal central y
periférico

Los datos de paquimetria y edema corneal siguieron una distribucién
normal segun el test de Saphiro-Wilk.

Después de 40 minutos de porte de las LC, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05 t Student para datos
apareados) en el espesor corneal de ninguna de las localizaciones corneales
medidas (CCT, N4, N5, T4 y T5) en ninguno de los grupos de estudio: control
(tabla 4.7), alto-Dk (tabla 4.8) y bajo-Dk (tabla 4.9).

Paquimetria Grupo control = DS (um)

Localizacién Basal 40 min P*
N5 833,31 £ 43,58 826,32 + 41,52 0,606
N4 735,87 + 37,66 731,78 £ 34,40 0,722
CCT 565,75 + 28,60 563,06 + 27,08 0,762
T4 685,78 + 28,24 680,25 + 27,37 0,534
T5 785,83 + 38,04 776,73 £ 33,63 0,428

Tabla 4.7. Espesor corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) del grupo de ojos que no porté LC (grupo control). DS = desviacién
estandar. *Test t Student para datos apareados.
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Paquimetria Grupo alto-Dk * DS (um)

Localizacién Basal 40 min P*
N5 833,36 + 34,36 829,23 + 37,23 0,799
N4 746,20 + 35,49 742,45 + 37,83 0,822
CCT 571,36 + 34,72 567,70 + 37,33 0,823
T4 691,90 £ 21,77 688,76 + 29,23 0,789
T5 792,67 + 20,81 790,27 + 24,86 0,818

Tabla 4.8. Espesor corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) del grupo de ojos que porté LC de alta permeabilidad al oxigeno

(grupo alto-Dk). DS = desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.

Paquimetria Grupo bajo-Dk * DS (um)

Localizacién Basal 40 min P*
NS 830,46 + 40,48 843,78 £ 40,32 0,471
N4 726,80 + 34,78 738,62 + 36,32 0,467
CCT 562,93 + 24,46 569,00 + 25,03 0,590
T4 682,76 + 28,90 691,06 + 32,59 0,554
T5 781,72 + 38,68 794,80 £ 42,48 0,481

Tabla 4.9. Espesor corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) del grupo de ojos que porté LC de baja permeabilidad al oxigeno
(grupo bajo-Dk). DS = desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.
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Las LC de bajo Dk indujeron un grado de edema corneal
significativamente mayor (P<0,01 ANOVA con correccidon de Bonferroni)
después de 40 minutos de porte de las LC frente al grupo control y al grupo que
llevo LC de alto Dk, en todas las localizaciones corneales estudiadas (CCT, N4,
N5, T4 y T5) (tabla 4.10).

Edema % DS (%)
Localizacion  Grupo control Grupo alto-Dk Grupo bajo-Dk P*
NS -0,82 £ 1,17 -0,50 £ 1,29 1,61+£1,33 <0,01
N4 -0,53 £ 1,11 -0,51 £ 0,88 1,62 +£1,24 <0,01
CCT -0,45 + 0,99 -0,66 + 0,77 1,08 + 1,60 <0,01
T4 -0,79 £ 1,31 -0,48 + 1,38 1,20 £ 1,62 <0,01
T5 -1,12 + 1,56 -0,30 £ 1,44 1,67 £1,95 <0,01

Tabla 4.10. Edema corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) de los tres grupos de ojos (grupo control, grupo alto-Dk y grupo
bajo-Dk) después de 40 minutos de porte de las LC. DS = desviacion estandar.
*ANOVA con correccion de Bonferroni. Diferencias estadisticamente significativas del
grupo de bajo-Dk frente a los grupos control y alto-Dk. Los grupos control y alto-Dk no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

4.2.4.4. Diferencias en la asimetria centro - periferia y en la asimetria nasal -
temporal

Después de 40 minutos de porte de las LC, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05 t Student para datos
apareados) en la asimetria de las localizaciones estudiadas en ninguno de los
grupos de estudio: control (tabla 4.11), alto-Dk (tabla 4.12) y bajo-Dk (tabla
4.13).
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IRP Grupo control * DS (%)

Localizacién Basal 40 min P*
N5/CCT 1,47 £ 0,06 1,46 £ 0,06 0,805
N4 /CCT 1,30 £ 0,03 1,30 £ 0,03 0,935
T5/CCT 1,39 £ 0,07 1,38 £ 0,07 0,692
T4 /CCT 1,21 £ 0,03 1,20 £ 0,03 0,743

N5/T5 1,06 + 0,04 1,06 + 0,04 0,816
N4 / T4 1,07 £ 0,03 1,07 £ 0,03 0,773

Tabla 4.11. IRP entre las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) del grupo
de ojos que no portd LC (grupo control). DS = desviacidon estandar. *Test t Student
para datos apareados.

IRP Grupo alto-Dk * DS (%)

Localizacién Basal 40 min P*
N5/CCT 1,46 + 0,08 1,46 £ 0,08 0,977
N4 / CCT 1,30 + 0,04 1,30 £ 0,04 0,992
T5/CCT 1,39 £ 0,07 1,39 £ 0,07 0,925
T4/ CCT 1,21 £ 0,04 1,21 £ 0,04 0,945

N5/T5 1,05 + 0,02 1,04 £ 0,03 0,888
N4 /T4 1,07 £ 0,02 1,07 £ 0,02 0,979

Tabla 4.12. IRP entre las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) del grupo
de ojos que porté LC de alta permeabilidad al oxigeno (grupo alto-Dk). DS =
desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.
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IRP Grupo bajo-Dk * DS (%)

Localizacién Basal 40 min P*
N5/CCT 1,47 £ 0,05 1,48 £ 0,04 0,743
N4 /CCT 1,29 £ 0,03 1,29 £ 0,02 0,631
T5/CCT 1,38 £ 0,06 1,39 £ 0,05 0,797
T4 /CCT 1,21 £ 0,03 1,21 £ 0,03 0,937

N5/T5 1,06 + 0,03 1,06 + 0,03 0,981
N4 / T4 1,06 + 0,02 1,06 £ 0,02 0,666

Tabla 4.13. IRP entre las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) del grupo
de ojos que porté LC de baja permeabilidad al oxigeno (grupo bajo-Dk). DS =
desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.
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La asimetria centro — periferia asi como la asimetria nasal - temporal
se ha mantenido estable después de 40 minutos de porte de las LC, de tal
manera que no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
(P>0,05 ANOVA) entre los valores de los grupos control, alto-Dk y bajo-Dk
(tabla 4.14).

IRP * DS (%)

Localizacion Grupo control Grupo alto-Dk Grupo bajo-Dk P*
N5/CCT 1,46 + 0,06 1,46 + 0,08 1,48 + 0,04 0,809
N4 /CCT 1,30 £ 0,03 1,30 + 0,04 1,29 + 0,02 0,752
T5/CCT 1,38 £ 0,07 1,39 £ 0,07 1,39 £ 0,05 0,795
T4 /CCT 1,20 £ 0,03 1,21 £ 0,04 1,21+ 0,03 0,889

N5/T5 1,06 + 0,04 1,04 £ 0,03 1,06 + 0,03 0,629
N4 /T4 1,07 £ 0,03 1,07 £ 0,02 1,06 £ 0,02 0,779

Tabla 4.14. IRP de las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) de los tres
grupos de ojos (grupo control, grupo alto-Dk y grupo bajo-Dk) después de 40 minutos
de porte de las LC. DS = desviacion estandar. *ANOVA con correccion de Bonferroni.
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4.2.5. Discusion

La aparicion en los ultimos afios de tecnologia de exploracion no

invasiva®’:%

capaz de obtener informacion no solo del espesor central de la
cérnea sino también de su periferia de manera precisa ha supuesto la
obtencion de nuevos datos que enriquecen y mejoran la investigacion de la
interaccion de las LC con la cérnea entre otras aplicaciones, tanto en el ambito

cientifico como clinico.

Como se ha mencionado en el apartado 4.1.5, todavia no existe un
claro consenso acerca de como se distribuye el edema inducido por el uso de
LC a lo largo de la topografia corneal, de tal manera que en la literatura se
puede encontrar defensa para las tres posibles situaciones, véase: mayor

edema central 3124158164 164-166

mayor edema periférico, o igual edema en
centro y periferia."®%'% De entre estos trabajos, aproximadamente la mitad
tienen un planteamiento de estudio a corto plazo, con tiempos de porte de las

124,158,159,162-164,166,169

LC de entre 2 y 8 horas, con resultados igualmente

controvertidos.

El presente trabajo es el primer estudio que investiga el edema
central y periférico inducido por el uso de LCH de diferente Dk durante un porte
de 40 minutos, con el principal objetivo de establecer si éste se distribuye
uniformemente a lo largo de toda la topografia corneal o existe algun area que
se vea mas afectada por la hipoxia secundaria al uso de LC. Con sdlo 40
minutos es el estudio que menos tiempo de porte de LC presenta, analizando la
respuesta corneal casi inmediata al porte de LC.
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Sin embargo, investigaciones previas han descrito cambios en la
morfologia del endotelio corneal (blebs endoteliales) con tan sélo unos minutos
de porte de LCH, secundarios a la hipoxia inducida por el uso de las
lentes.*®'*'7* Teniendo en cuenta que el endotelio corneal es el encargado de
mantener el estado de relativa deshidratacién de la cérnea (apartado 2.2.3) y
que en cuestion de unos minutos el metabolismo de las células endoteliales
sufre las consecuencias de la privacion de oxigeno debido al porte de
LC,* 17317 parece l6gico pensar que el edema corneal como mecanismo de
respuesta comience a ser perceptible durante los primeros minutos de porte v,

por tanto, susceptible de ser estudiado a corto plazo (minutos de porte).

Ademas, en este trabajo se plantea un abordaje diferente para el
estudio del edema inducido por el uso de LC en el centro y la periferia de la
cérnea. En la literatura publicada, las diferencias entre una y otra zona se han
valorado siempre mediante la comparacion del grado de edema entre los
distintos puntos objeto del estudio, o incluso mediante la comparacion de la
diferencia paquimétrica (aumento en micras) entre los distintos puntos. El
método empleado en este trabajo consistiéo en valorar la magnitud del cambio
entre los distintos puntos de estudio (CCT, N4, N5 T4 y T5) de tal manera que
si todos los puntos se edematizan igual, las proporciones estudiadas (N5 /
CCT, N4 / CCT, T5 / CCT, T4 / CCT, N5 / T5, N4 / T4) se mantendran
constantes, pero si la cornea presenta un mayor edema en cualquiera de estos

puntos entonces la proporcion después del porte de la LC sera diferente.

Los resultados muestran que estas proporciones se han mantenido
estables en grupo control y después de los 40 minutos de porte de cualquiera
de las dos LC (alto y bajo Dk) (tablas 4.11, 4.12, 4.13 y 4.14). Estos resultados
sugieren que la hipoxia inducida por el porte de LC a corto plazo afecta por
igual al centro y periferia (eje horizontal) de la cornea o que, al menos, el

edema se distribuye uniformemente en estas zonas.
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Estos resultados coinciden con los trabajos publicados por
Lowther,"®® que estudié el edema inducido por LC de hidrogel convencional
(LCHC) tras 1, 3 y 6 horas de porte; y por Tyagi,'® que estudio el edema
inducido por LCHC y LC de hidrogel de silicona (LCHS:i) tras 8 horas de porte.
Ambos autores concluyen que el edema provocado por el porte de LCH a corto
plazo es igual en el centro y en la periferia corneal.

Otras investigaciones a corto plazo han arrojado un resultado
diferente, encontrando un mayor edema en el centro que en la periferia. Es el

caso de los trabajos llevados a cabo por Mandell,'®

que estudid el edema
provocado por LC de polimetil metacrilato (LCPMMA) después de 2 horas de
porte; Carney,"® (tras 2 horas de porte de LCPMMA y LCHC), Erickson'®?
(LCHC después de 4 horas de porte con ojo ocluido); Wang'®* (LCPMMA y
LCHC después de 3 horas de porte con ojo ocluido); Moezzi'®® (LCPMMA
después de 3 horas de porte con ojo ocluido) y por Gltimo Tyagi'® (LCPMMA

después de 8 horas de porte).

El unico estudio que ha encontrado una tendencia contraria (mayor
edema en la periferia que en el centro) es el llevado por Tyagi'® (LCRPG
después de 8 horas de porte), aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas por lo que solo podria hablarse de una
tendencia y no de una diferencia real.

La mayoria de los trabajos que han encontrado un mayor edema en
la zona central que en la periférica se han realizado empleando lentes de
PMMA, que por su disefio no llegan a cubrir toda la superficie de la cornea. Asi,
parece légico pensar que la hipoxia sufrida por la zona central de la cérnea
nunca sera la misma que la sufrida por la periferia (que al no quedar cubierta

por la LC no estara sometida a la misma falta de oxigeno, luego, parece légico
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pensar que el edema en el centro sera mayor que en la periferia). Siguiendo
esta linea de razonamiento, podria decirse que el edema inducido por el porte
de una LC se distribuira por la topografia de la cornea de manera diferente en
funcién del tipo y disefio de la LC empleada.

En el caso de los trabajos que estudiaron el edema con
LCHC'?41%%182 (que si cubren toda la cérnea) cabe destacar que en dos de
ellos se estudid el efecto de la hipoxia inducido por el uso de LC con los
parpados cerrados, es decir, que al efecto de la hipoxia de la LC habria que
sumar el efecto provocado por la oclusion de los ojos durante el tiempo del
estudio, lo que puede enmascarar el efecto real producido por las LC. Ademas
se aleja de las condiciones reales en que un usuario de LC portara sus lentes
(ojos abiertos) y por lo tanto hace dificil una comparacién con los resultados
obtenidos en nuestro trabajo.

4.2.5.1. Puntos fuertes y limitaciones

En este trabajo se ha estudiado la respuesta corneal a la hipoxia
inducida por el uso de LC tras solamente 40 minutos de porte, convirtiéndose
casi en un estudio del edema inmediato o a muy corto plazo secundario al porte
de LCH, lo que puede aportar informacién que ayude a dilucidar los
mecanismos de edematizacién corneal. Es necesario investigar esta respuesta
corneal tras un mayor tiempo de porte de las LC, asemejandose mas a las
condiciones reales en las que un usuario portaria sus LC. Ademas, con 40
minutos de uso el edema inducido no ha sido suficiente para causar diferencias
significativas en el espesor corneal antes y después del uso de las LC, por lo
que es razonable que se hayan mantenido estables las asimetrias entre el
centro corneal y la periferia, y las existentes entre la periferia nasal y temporal.
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Este trabajo ha obtenido la respuesta a la hipoxia inducida por el uso
de LC no so6lo en el centro de la cornea sino también en otros cuatro puntos
concretos de la topografia corneal, (4 y 5 mm del apex de la cornea hacia nasal
y temporal), sin embargo las herramientas disponibles en la actualidad facilitan
la informacién de cualquier punto deseado de la superficie de la cornea, por lo
que podria realizarse un estudio mas exhaustivo del edema no solo en 4
puntos de la periferia del meridiano horizontal sino incluyendo practicamente el

mapa completo de la cérnea.

Ademas, la metodologia seguida para llevar a cabo el presente
estudio, que difiere del resto de trabajos encontrados en la literatura, supone un
nuevo enfoque dentro de la literatura existente. En la mayoria de los trabajos
encontrados, para conocer si el edema es igual en el centro que en la periferia
de la cérnea, calculan el porcentaje de variacidon en el espesor corneal antes y
después del porte de las LC, y comparan por zonas para establecer posibles
diferencias. Otra posible manera de determinar estas diferencias es la
propuesta en el presente trabajo, que en lugar de establecer las diferencias
segun el grado de edema en cada zona, se ha determinado la variacion en la
proporcion entre los distintos puntos corneales estudiados, obteniendo asi de
forma sencilla un indice que determina de manera directa como de grande es

esa variacion.

Otra limitacion es que, para corroborar que la distribucion del edema
corneal es diferente segun el disefio de la LC utilizada, seria necesario llevar a
cabo un estudio que incluyera LC de otros tipos (PMMA, RGP) a parte de las
utilizadas en el presente estudio; si bien esto podria conllevar la inclusion de
otras variables de estudio, como la cobertura total o parcial de la cérnea, que

son dificiles de controlar experimentalmente.
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Por otro lado, también seria interesante evaluar en futuros estudios
una posible relacién entre la magnitud del edema inducido por el porte de LC y
su distribucidén por la topografia corneal. En este trabajo, el grupo de usuarios
que portd LC de bajo Dk presentd un edema significativamente superior en
todas las localizaciones estudiadas frente a los grupos control y alto-Dk; sin
embargo, en ningun caso supero el 1,7% y, quiza, en el caso de edemas de
mayor magnitud, los resultados fueran diferentes a los encontrados en el

presente estudio (distribucion homogénea del edema corneal).

4.2.5.2. Conclusiones

En conclusion, el edema corneal inducido por el uso de LC de alta
(Lotrafilcon B — Dk = 110) y baja (Etafilcon A — Dk = 28) permeabilidad al
oxigeno después de 40 minutos de porte presenta la misma tendencia
repartiéndose uniformemente entre el centro y la periferia del meridiano
horizontal de la cornea, por lo que la asimetria entre las zonas nasal y temporal
y de éstas con el centro de la cornea no sufren variaciones significativas. Los
datos han mostrado que las LC de bajo Dk inducen un edema
significativamente mayor que las de alto Dk en todas las zonas corneales
estudiadas tras 40 minutos de porte.
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4.3. Estudio IV. Asimetria del espesor corneal

PORTE DE LC

a medio plazo

En el “Estudio Ill. Asimetria del espesor corneal. Porte de LC a corto
plazo” se ha valorado la respuesta corneal a corto plazo a la hipoxia inducida
por LCH de diferente permeabilidad al oxigeno durante 40 minutos de porte.

Sin embargo, las condiciones de uso de LC de la mayoria de
usuarios se alejan del patron empleado en el Estudio Ill, ya que por lo general
las utilizaran tiempos superiores a 40 minutos. Por ello, el propdsito del
siguiente estudio fue el de evaluar los mismos parametros que relacionan el
espesor corneal del centro y la periferia de la cornea (a lo largo del meridiano
horizontal) siguiendo los mismos criterios de edema y asimetria que los
utilizados en el Estudio Il y empleando las mismas LC pero aumentando su
porte a una semana de uso prolongado, que aunque tampoco es la eleccion de
la mayoria de los usuarios de lentes de contacto, si que pueden obtenerse
resultados en cuanto al edema inducido mas similares a las condiciones de uso

real.
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4.3.1. Introduccion

En la seccion 4.1 se han descrito las principales diferencias entre las
zonas central y periférica de la cornea. Varios trabajos han evaluado el edema
corneal inducido por diferentes tipos de LC tanto en el centro de la cornea
como en distintos puntos de su periferia. Aunque existe controversia respecto
de si el edema se distribuye uniformemente por toda la superficie corneal o es
mas agudo dependiendo de la zona topografica de la cornea (apartado 4.1.5),
ninguno de los trabajos previos ha tenido en cuenta la asimetria paquimétrica
entre las zonas central, nasal y temporal, y su posible variacion con el edema

inducido por el uso de LC.

En el apartado 4.2.4. se han mostrado los resultados del
experimento realizado para un porte a corto plazo de las LC (40 minutos), que
encuentran una distribucion uniforme del edema entre el centro y la periferia de
la cornea. Sin embargo, es necesario conocer si la respuesta de la cornea tras

un mayor tiempo de porte de las LC es diferente de la respuesta a corto plazo.

Asi, el principal proposito del presente estudio fue el de evaluar la
respuesta a la hipoxia provocada por el uso de LCH de alta y baja
permeabilidad al oxigeno a medio plazo de porte (una semana en régimen de
uso prolongado) en el centro y en la periferia (periferia nasal y temporal en el

meridiano horizontal) de la cornea.

Para ello se recogieron los datos paquimétricos centrales vy
periféricos de los sujetos incluidos en el “Estudio Il. Bioimpedancia corneal.
Permeabilidad epitelial y endotelial en modelo humano” y se analizaron
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siguiendo los criterios de edema y asimetria empleados en el “Estudio .
Asimetria del espesor corneal. Porte de LC a corto plazo” (apartado 4.2.3.5).

4.3.2. Hipotesis y objetivos

4.3.2.1. Hipotesis

El edema corneal provocado por el porte de lentes de contacto
hidrofilicas de alta y baja permeabilidad al oxigeno a medio plazo (régimen
prolongado) se distribuye uniformemente desde el centro hacia la periferia en el
meridiano horizontal (hacia las zonas nasal y temporal), sin que se modifiquen

las proporciones entre los distintos puntos de la topografia corneal.

4.3.2.2. Objetivos

® Objetivo 5 de la tesis: Evaluar la distribucion topografica del
edema corneal inducido por el uso de LCH de diferente
permeabilidad al oxigeno durante un medio plazo de porte, y
establecer si el edema se reparte homogéneamente entre centro y

periferia o se acentua mas dependiendo de la zona corneal.

4.3.3. Material y métodos

El presente estudio se enmarcdé dentro de un proyecto de
investigacion multicéntrica entre la Vision Sciences unit del Department of Life
Sciences de la Glasgow Caledonian University y el Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid. La
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Universidad de Valladolid financié la estancia de la doctoranda en la Glasgow
Caledonian University durante 3 meses con la “Ayuda para Estancias Breves
durante el desarrollo de Tesis Doctorales”.

4.3.3.1. Sujetos

Los sujetos incluidos en el presente trabajo son los mismos que los
incluidos en el “Estudio Il. Bioimpedancia corneal. Permeabilidad epitelial y
endotelial en modelo humano” (apartado 3.3.3.1). Por tanto, los criterios de
inclusion, exclusidn y criterios para abandonar el estudio son los expuestos en
la tabla 3.8.

4.3.3.2. Lentes de contacto

Se utilizaron LC de baja permeabilidad al oxigeno (etafilcon A, Dk =
28, Acuvue 2, Johnson & Johnson, Jacksonville, FL) y LC de alta permeabilidad
al oxigeno (lotrafilcon B, Dk = 110, Air Optix Aqua, Ciba Vision, Duluth, GA),
que fueron las empleadas en el “Estudio [l. Bioimpedancia corneal.
Permeabilidad epitelial y endotelial en modelo humano” (apartado 3.3.3.2). Las
caracteristicas de estas LC se muestran en la tabla 3.9.

4.3.3.3. Instrumentacion

La medida del espesor corneal se realizé con el topografo de camara
dual de Scheimpflug Galilei (Grupo Ziemer, Port, Suiza). El topografo Galilei es
un instrumento que combina disco de Placido junto con doble camara de
Scheimpflug (apartado 2.3.7), que rota 180 grados alrededor del eje optico del
ojo. Durante la medida se obtienen imagenes simultaneas con ambos sistemas,
que se utilizan para calcular la informacién de donde derivan los resultados de
curvatura , elevacion y paquimetria corneal. El proceso de medicion completo

dura entre 1 y 2 segundos, durante los cuales se toman y analizan hasta
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122.000 puntos de la cornea. Ademas, cuenta con sistema “Eye Tracking” para
compensar cualquier ciclotorsion o movimiento del ojo durante la medida. La
fiabilidad de la medida de la paquimetria central y periférica de este
instrumento ha sido contrastada en numerosos estudios previos a la realizacion

del presente trabajo.'"®'7>17¢

En cada ocasion la paquimetria corneal se mididé tres veces
consecutivas en cada ojo, utilizandose la media de las tres medidas como valor
final. El mismo explorador realizé siempre las medidas de paquimetria corneal
siguiendo las recomendaciones del fabricante y se encargd de recopilar los
valores de cada medida en las mismas cinco localizaciones (CCT, N4, N5, T4 y
T5) que las recogidas en el “Estudio lll. Asimetria del espesor corneal. Porte de
LC a corto plazo” (figura 4.2).

4.3.3.4. Procedimiento

La recogida de datos se llevd a cabo de manera paralela al
desarrollo del “Estudio Il. Bioimpedancia corneal. Permeabilidad epitelial y
endotelial en modelo humano”, mediante la obtencion de los datos de
paquimetria corneal en el centro y en la periferia con el topografo Galilei.

La paquimetria corneal se midié en dos momentos diferentes (figura
4.3): antes de adaptar las LC (medida basal) y después de portar las LC
durante 7 dias de manera prolongada (medida final), en las localizaciones
corneales de estudio (CCT, N5, N4, TS5 y T4). Ademas, se estudiaron dos
grupos de estudio diferentes en funcion de la LC empleada (alto o bajo Dk)
(tabla 4.15).
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Visita 1 Visita 3
Sslaceion Adaptacién LC 3 dias con LC 7 dias con LC
pacientes
Visita 2 Visita 4

Bioimpedancia corneal.
Permeabilidad epitelial y

endotelial en modelo Adaptacién LC 7 dias
humano. conLC
A . Medida basal del Medida final del
oimena; Gl OSpenor espesor corneal en espesor corneal en
|. Porte de LC
. CCT,N5, N4, T5 y T4 CCT,N5, N4, T5 y T4
con el topografo Galilei con el topografo Galilei

Figura 4.3. Representacion esquematica de los momentos de medida del “Estudio IV.
Asimetria del espesor corneal. Porte de LC a medio plazo”. Las medidas se obtuvieron
en dos momentos diferentes: antes de adaptar las LC (medida basal) y después de 7
dias de porte prolongado de las LC (medida final), coincidiendo con las visitas 2 y 4 del

“Estudio Il. Bioimpedancia corneal. Permeabilidad epitelial y endotelial en modelo
humano”.

Grupo alto-Dk:

Compuesto por los ojos que llevaron LC de alta
permeabilidad al oxigeno

Grupo bajo-Dk:

Compuesto por los ojos que llevaron LC de baja
permeabilidad al oxigeno

Tabla 4.15. Grupos del “Estudio IV. Asimetria del espesor
corneal. Porte de LC a medio plazo”.
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4.3.3.5. Criterios de edema vy asimetria

Los criterios de edema y asimetria fueron los mismos que los
empleados en el “Estudio Ill. Asimetria del espesor corneal. Porte de LC a
corto plazo”, y que se describen en el apartado 4.2.3.5.

4.3.3.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS 19.0 (SPSS
Inc; Chicago, IL, USA) para Windows. Se genero la estadistica descriptiva. Se
empleo el test de Saphiro-Wilk para evaluar la normalidad de la distribucién de
los datos. Se emplearon los siguientes contrastes estadisticos (se tomo un
valor de P<0,05 como diferencia significativa):

® | as diferencias en el espesor corneal en el tiempo se analizaron
con la prueba t de Student para datos apareados entre la medida
basal (antes de llevar la LC) y la medida final (7 dias con LC) en
cada grupo de estudio (alto-Dk y bajo-Dk).

® Las diferencias en el espesor corneal basal entre grupos (alto-Dk
y bajo-Dk) se analizaron con la prueba t de Student para datos
apareados para detectar si existian diferencias en el espesor

corneal antes del porte de las LC.

® Las diferencias en el grado de edema entre grupos (alto-Dk vy
bajo-Dk) se analizaron con la prueba t de Student para datos
apareados para detectar si las diferencias eran atribuibles a la
hipoxia provocada por el uso de LC.
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® | as diferencias en la asimetria (asimetria centro — periferia y
asimetria nasal — temporal) en el tiempo se analizaron con la
prueba t de Student para datos apareados entre la medida basal
(antes de llevar la LC) y la medida final (7 dias con LC) en cada

grupo de estudio (alto-Dk y bajo-Dk).

® | as diferencias en la asimetria (asimetria centro — periferia y
asimetria nasal — temporal) entre grupos (alto-Dk y bajo-Dk)
después de 7 dias de porte de las LC se analizaron con la prueba
t de Student para datos apareados.

® |as diferencias en el espesor corneal basal entre las medidas
obtenidas con el topografo Pentacam (Estudio Ill) y con el
topografo Galilei (Estudio IV) se analizaron con la prueba t de

Student para muestras independientes.

® |as diferencias en la asimetria (asimetria centro — periferia y
asimetria nasal — temporal) entre las medidas basales obtenidas
con el topdégrafo Pentacam (Estudio Ill) y con el topdgrafo Galilei
(Estudio 1V) se analizaron con la prueba t de Student para
muestras independientes.

4.3.3.7. Instalaciones

Todas las medidas se realizaron en el Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de Valladolid.

El analisis estadistico y de los resultados se llevo a cabo en la Vision
Sciences unit del Department of Life Sciences de la Glasgow Caledonian
University, en Glasgow, Reino Unido.
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4.3.4. Resultados

4.3.4.1. Muestra

Se incluyeron en el estudio 10 sujetos, seis mujeres y cuatro
hombres. El rango de edad varioé desde los 20 a los 28 afios con un valor medio
de 25 * 2,7 anos. El rango de refraccion en términos de equivalente esférico
fue de entre +0,50 hasta -7,25 D con un valor medio de -2,40 £ 2,67 D. Cuatro
eran usuarios de LC (tres utilizaban LCH y uno RGPLC), que suspendieron su
uso al menos una semana antes de comenzar el estudio. Un unico sujeto
presento signos de queratopatia punteada superficial (figura 3.8) en el ojo que
porto la LC de bajo Dk (grado 1 en la escala Efron para valorar complicaciones
de LC)."'2% Ninguin sujeto abandoné el estudio ni por su propia voluntad ni por

decision del investigador.

4.3.4.2. Medida basal del espesor corneal central y periférico y asimetrias

corneales

Los datos de paquimetria corneal siguieron una distribucion normal

segun el test de Saphiro-Wilk.

Los valores basales de paquimetria de la muestra para las
localizaciones CCT, N4, N5, T4 y T5 se muestran en la tabla 4.16. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el espesor corneal
basal entre los grupos alto-Dk y bajo-Dk (P>0,05 t Student para datos

apareados).
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Localizaciéon Espesor corneal * DS (um)
N5 749,30 + 34,17
N4 685,45 + 29,69
CCT 561,65 + 28,80
T4 633,62 + 26,96
T5 697,73 + 28,29

Tabla 4.16. Espesor corneal basal en las cinco
localizaciones estudiadas para la muestra total del
estudio. DS = desviacién estandar.

La asimetria entre el centro de la cornea y la periferia mostré una
progresion asimétrica del engrosamiento corneal entre las zonas nasal y
temporal. Concretamente, N4 y N5 resultaron ser un 22% y un 33%
respectivamente mas gruesa que CCT, mientras que T4 y T5 fueron un 12% y
un 24% respectivamente mas gruesa que CCT (tabla 4.17). Igualmente, la
asimetria entre la zona nasal y la zona temporal mostré que el espesor corneal
nasal fue un 8% (N4) y un 7% (N5) mayor que el espesor corneal temporal en
T4 y T5 respectivamente (tabla 4.17).
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Localizacion Diferencia absoluta = DS (um) IRP £ DS (%)
N5 - CCT 187,65 £ 17,04 1,33 £ 0,03
N4 — CCT 123,80 £ 10,85 1,22 £ 0,02
T5-CCT 136,08 £ 19,15 1,24 £ 0,04
T4 - CCT 71,97 £ 10,62 1,12 £ 0,02

N5-T5 51,57 + 25,87 1,07 £ 0,03
N4 —T4 51,82 £ 16,12 1,08 £ 0,02

Tabla 4.17. Diferencias absolutas (um) e IRP (%) entre el espesor corneal central
(CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico temporal (T4 y T5). DS = desviacion
estandar.

4.3.4.3. Diferencias en la paquimetria y edema en el espesor corneal central y
periférico

Los datos de paquimetria y edema corneal siguieron una distribucién
normal segun el test de Saphiro-Wilk.

Después de 7 dias de uso de las LC de manera prolongada, se
encontré un grosor corneal significativamente superior (P<0,05 t Student para
datos apareados) en el grupo de ojos que porté la LC de bajo Dk para todas las
localizaciones estudiadas excepto en el caso de T5 (tabla 4.18). El grupo de
ojos que porto la LC de alto Dk no present6 diferencias significativas (P>0,05 t
Student para datos apareados) después de una semana de uso prolongado de
las LC en ninguna de las localizaciones estudiadas (tabla 4.19).
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Paquimetria Grupo bajo-Dk * DS (um)

Localizacién Basal 7 dias P*
N5 747,85 + 29,29 768,94 + 30,45 0,019
N4 684,75 £ 27,08 710,40 £ 31,74 0,001
CCT 562,80 + 26,89 584,25 + 40,44 0,011
T4 635,30 £ 24,73 652,80 + 32,83 0,010
T5 700,90 + 25,72 708,94 + 29,49 0,099

Tabla 4.18. Espesor corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) del grupo de ojos que porté LC de baja permeabilidad al oxigeno

(grupo bajo-Dk). DS = desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.

Paquimetria Grupo alto-Dk * DS (um)

Localizacién Basal 7 dias P*
N5 750,75 £ 40,03 765,72 + 35,37 0,079
N4 686,15 + 33,57 689,40 + 37,38 0,522
CCT 560,50 + 32,03 560,35 + 37,78 0,977
T4 631,95 + 30,28 636,25 + 36,39 0,344
T5 694,55 + 31,70 696,17 + 35,73 0,686

Tabla 4.19. Espesor corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) del grupo de ojos que porté LC de alta permeabilidad al oxigeno
(grupo alto-Dk). DS = desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.
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Las LC de bajo Dk indujeron un grado de edema corneal
significativamente mayor (P<0,05 t Student para datos apareados) después de
7 dias de porte prolongado de las LC frente al grupo que llevo LC de alto Dk,
en todas las localizaciones estudiadas (CCT, N4, T4 y T5) excepto en N5 (tabla
4.20).

Localizaciéon Grupo alto-Dk Grupo bajo-Dk P*
NS 2,05+2,99 2,84 + 2,91 0,577
N4 0,47 £ 2,23 3,75+2,48 <0,01
CCT -0,05+ 2,77 3,75 £ 3,67 <0,01
T4 0,65+2,12 2,74 + 2,62 <0,01
T5 0,49 + 3,19 1,47 £ 2,33 <0,01

Tabla 4.20. Edema corneal central (CCT), periférico nasal (N4 y N5) y periférico
temporal (T4 y T5) de los dos grupos de ojos (grupo alto-Dk y grupo bajo-Dk) después
de 7 dias de porte prolongado de las LC. DS = desviacion estandar. *Test t Student
para datos apareados.

4.3.4.4. Diferencias en la asimetria centro - periferia y en la asimetria nasal —
temporal

Después de 7 dias de porte prolongado de las LC, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05 t Student para datos
apareados) en la asimetria central y periféricas en ninguno de los grupos de
estudio: alto-Dk (tabla 4.21) y bajo-Dk (tabla 4.22).
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IRP Grupo alto-Dk * DS (%)

Localizacién Basal 7 dias P*
N5/CCT 1,34 £ 0,03 1,36 + 0,04 0,149
N4 /CCT 1,22 £ 0,02 1,23 £ 0,03 0,624
T5/CCT 1,24 + 0,03 1,24 + 0,03 0,833
T4 /CCT 1,12 £ 0,02 1,13 £ 0,03 0,529

N5/T5 1,09 + 0,03 1,10 £ 0,03 0,235
N4 / T4 1,08 £ 0,02 1,08 + 0,03 0,911

Tabla 4.21. IRP entre las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) del grupo

de ojos que port6 LC de alta permeabilidad al oxigeno (grupo alto-Dk). DS
desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.

IRP Grupo bajo-Dk * DS (%)

Localizacién Basal 7 dias P*
N5/CCT 1,32 £ 0,03 1,31 £ 0,05 0,334
N4 / CCT 1,21 £ 0,02 1,21 £ 0,03 0,962
T5/CCT 1,24 + 0,04 1,20 £ 0,04 0,085
T4/ CCT 1,13+ 0,02 1,12 £ 0,03 0,412

N5/T5 1,07 £ 0,04 1,08 + 0,04 0,378
N4 / T4 1,08 £ 0,02 1,09 £ 0,02 0,380

Tabla 4.22. IRP entre las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) del grupo
de ojos que porté LC de baja permeabilidad al oxigeno (grupo bajo-Dk). DS =
desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.
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La asimetria centro — periferia asi como la asimetria nasal - temporal
se ha mantenido estable después de 7 dias de porte prolongado de las LC, de
tal manera que no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05 t Student para datos apareados) entre los valores de los
grupos alto-Dk y bajo-Dk. La unica diferencia se ha encontrado en N5, que
mostré un engrosamiento relativo significativamente superior en el caso de las
LC de alto Dk frente a las LC de bajo Dk (tabla 4.23).

IRP * DS (%)

Localizacién Grupo alto-Dk Grupo bajo-Dk P*
N5/CCT 1,36 + 0,04 1,31+ 0,05 0,041
N4 / CCT 1,23 £ 0,03 1,21 £ 0,03 0,402
T5/CCT 1,24 £ 0,03 1,20 £ 0,04 0,170
T4 /CCT 1,13+ 0,03 1,12+ 0,03 0,251

N5/ T5 1,10 £ 0,03 1,08 + 0,04 0,420
N4 / T4 1,08 £ 0,03 1,09 + 0,02 0,770

Tabla 4.23. IRP de las localizaciones estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4) de los dos
grupos de ojos (grupo alto-Dk y grupo bajo-Dk) después de 7 dias de porte prolongado
de las LC. DS = desviacion estandar. *Test t Student para datos apareados.
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4.3.4.5. Comparacion Pentacam Vs Galilei

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en
las medidas basales del CCT comparando los valores obtenidos con el
topdégrafo Pentacam (Estudio Ill) y con el topografo Galilei (Estudio 1V). Sin
embargo, el resto de localizaciones estudiadas, correspondientes a las
medidas del espesor periférico (N5, N4, T5 y T4), han mostrado ser
significativamente diferentes dependiendo del equipo de medida utilizado (tabla
4.24).

Diferencias en las medidas basales * DS (um)
Localizacién Pentacam Galilei P*
N5 832,61 + 39,71 749,30 £ 34,17 <0,001
N4 736,18 + 36,186 685,45 + 29,69 <0,001
CCT 566,45 + 28,71 561,65 + 28,80 0,546
T4 686,55 * 26,49 633,62 + 26,96 <0,001
T5 786,51 + 34,17 697,73 + 28,29 <0,001

Tabla 4.24. Diferencias de las medidas basales obtenidas con el topdgrafo Pentacam
(Estudio 1ll) y con el topdgrafo Galilei (Estudio 1V), en todas las localizaciones
estudiadas (CCT, N5, N4, T5 y T4). DS = desviacion estandar. *Test t Student para
muestras independientes.
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Los resultados del IRP entre el centro corneal y la periferia también
han mostrado diferencias estadisticamente significativas segun el equipo de
medida. El IRP entre la periferia nasal y la periferia temporal de la cornea no
han mostrado diferencias estadisticamente significativas en funcion del equipo
de medida (tabla 4.25).

Diferencias en las medidas basales * DS (%)

Localizacién Pentacam Galilei P*
N5/CCT 1.47 £ 0,06 1,33 £ 0,03 <0,001
N4 /CCT 1.30 £ 0,03 1,22 £ 0,02 <0,001
T5/CCT 1.39 £ 0,07 1,24 + 0,04 <0,001
T4/ CCT 1.21 £ 0,03 1,12 £ 0,02 <0,001

N5/T5 1,06 + 0,04 1,07 £ 0,03 0,152
N4 / T4 1,07 £ 0,03 1,08 £ 0,02 0,186

Tabla 4.25. Diferencias de las medidas basales obtenidas con el topdgrafo Pentacam
(Estudio Ill) y con el topégrafo Galilei (Estudio IV), en todas las relaciones estudiadas
entre el centro y la periferia (N5/CCT, N4/CCT, T5/CCT, T4/CCT) y la periferia nasal y
temporal (N5/T5, N4/T4). DS = desviacion estandar. *Test t Student para muestras
independientes.



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”

4.3.5. Discusion

En la seccidén 4.2 se plante6 un estudio que evaluara las diferencias
en el edema corneal provocado por la hipoxia producida por el porte de LC de
alto y bajo Dk durante un corto plazo de 40 minutos entre el centro y la periferia
(eje horizontal) de la cornea. Los resultados de ese trabajo sugieren una
distribucion uniforme del edema corneal por toda la topografia estudiada. Sin
embargo, una de las principales limitaciones del estudio fue precisamente el
corto periodo de porte de las LC, que si bien ayuda a dilucidar los mecanismos
de la respuesta corneal a la hipoxia durante los primeros momentos de la
privacion del oxigeno, no se asemeja a las condiciones habituales en las que

un usuario portaria sus LC.

De esta manera, se planteo6 la realizacion de un trabajo igualmente
estructurado, variando el régimen de porte de las LC con el objetivo de inducir
un mayor grado de edema. En el presente trabajo (Estudio IV), se evalud por
tanto el edema y los cambios en las proporciones N5 / CCT, N4 / CCT, T5 /
CCT, T4 / CCT, N5/ T5, N4 / T4 tras un porte de LC prolongado durante una

semana (sin retirar las lentes durante el suefio).

Los resultados muestran que estas proporciones se han mantenido
estables después de 7 dias de porte prolongado de cualquiera de las dos LC
(alto y bajo Dk) (tablas 4.21 y 4.22). Estos resultados coinciden con los
encontrados en el Estudio Ill (40 minutos de porte), sugiriendo que la hipoxia
inducida por el uso de LC a medio plazo (una semana) afectaria por igual al
centro y periferia (eje horizontal) de la cérnea.
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Ambas LC (alto y bajo Dk) han mostrado la misma tendencia al
inducir un engrosamiento uniforme en todas las zonas estudiadas, aunque se
ha visto que las LC de bajo Dk provocan un edema significativamente superior
en todas las localizaciones corneales excepto en N5, donde el edema no fue
estadisticamente diferente entre las LC de alto y bajo Dk. Estas diferencias
entre LC de alto y bajo Dk se atribuyen a la diferente permeabilidad al oxigeno
del material de cada una de ellas. La explicacion sobre como afecta la
permeabilidad del material de la LC a la cornea se ha detallado en el apartado
2.4.1, asi como los mecanismos fisioldgicos de respuesta corneal que provocan
el edema secundario al porte de LC (apartado 2.4.2). Ademas, el grupo de ojos
que portd LC de bajo Dk mostré un edema significativamente mayor después
de los 7 dias de porte prolongado.

Estos resultados coinciden con los trabajos publicados por
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Sanders, ™ (que monitorizé el edema inducido por LCHC durante 6 semanas

de porte), Lowther'® (

edema inducido por LCHC durante 6 meses de porte), y
Martin' (edema inducido por LCHC y LCHSi durante 1 semana de porte). Estos
tres estudios concluyen que el edema es similar en el centro y en la periferia de

la cornea, es decir, que se reparte uniformemente por la topografia corneal.

38,161 mostraron un edema

Por el contrario, los estudios de Bonanno
mayor en el centro corneal en LCHC tras 2, 4, 6 y 12 semanas de porte de las
lentes. Las posibles explicaciones del autor para este hallazgo fueron el hecho
de que la periferia recibe oxigeno de los vasos del limbo corneal, por lo que la
hipoxia sufrida en la periferia corneal sera menor que la de la zona central (y
por tanto el edema periférico sera igualmente menor). Otra posible causa son
las diferencias anatomicas en la zona de unidn entre la cornea y la esclera
como causa de la menor edematizacion periférica, o quiza la mayor densidad

de células endoteliales en la periferia corneal.
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La unica referencia encontrada en la literatura que describa un
mayor edema en la periferia que en el centro corneal es el trabajo publicado
por Kaluzny'®® quien monitorizé el edema provocado por LCHC (etafilcon A)
tras 2, 4 y 6 semanas de uso. Su autor justifica este hallazgo porque en su
estudio todas las LC empleadas fueron de potencia negativa, presentando un
menor Dk/t en la zona periférica que en la zona central, lo que supondria un

menor paso de oxigeno a las zonas mas alejadas del centro corneal.

De cualquier manera, el bajo numero de participantes de nuestro
estudio indica tomar los resultados obtenidos con cautela, lo que se hace

extensible a las conclusiones que se puedan alcanzar.

4.3.5.1. Comparacion Pentacam Vs Galilei

En el “Estudio Ill. Asimetria del espesor corneal. Porte de LC a corto
plazo” se ha estudiado la respuesta corneal a la hipoxia inducida por LCH de
diferente Dk durante 40 minutos de porte, evaluando la paquimetria corneal
obtenida con el topdgrafo de Scheimpflug Pentacam. En el “Estudio IV.
Asimetria del espesor corneal. Porte de LC a medio plazo” se ha estudiado la
respuesta corneal a la hipoxia inducida por LCH de diferente Dk durante 7 dias
de porte, evaluando la paquimetria corneal obtenida con el topdgrafo de
camara dual de Scheimpflug Galilei.

Comparando los valores de paquimetria basal obtenidos con los
equipos Pentacam y Galilei en las distintas localizaciones estudiadas (CCT, N5,
N4, TS5 y T4) se han detectado diferencias estadisticamente significativas en
todos las localizaciones perifericas (N5, N4, T5 y T4), lo que sugiere que las
medidas de ambos equipos no son comparables o intercambiables para la
periferia corneal. Sin embargo, la medida obtenida en el centro de la cérnea
(CCT), no ha mostrado diferencias estadisticamente significativas entre los
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valores de ambos equipos. Las diferencias encontradas entre las medidas del
espesor corneal en N5, N4, TS y T4 obtenidas con el Pentacam y con el Galilei
en el presente trabajo explicarian las diferencias significativas en las
proporciones N5 / CCT, N4 / CCT, TS/ CCT, T4 / CCT entre ambos equipos.

Trabajos previos' "' han encontrado resultados similares, con
buen acuerdo en las medidas del CCT y desacuerdo en las medidas de la
paquimetria periférica entre distintos equipos.

Huang'”’ estudié el acuerdo de las medidas en el centro y en la
periferia de la cérnea (1 y 2,5 mm hacia nasal, temporal, superior e inferior)
obtenidas mediante topografia de Scheimpflug (Pentacam) y tomografia de
coherencia Optica (Visante), concluyendo que ambos aparatos son
intercambiables para las medidas del CCT; no asi para las medidas del
espesor periférico.

78 evaluod el acuerdo de las medidas en el

En la misma linea, Milla
centro y en la periferia de la cérnea (2,5 y 4 mm hacia nasal, temporal, superior
e inferior) obtenidas mediante topografia de Scheimpflug (Sirius) y tomografia
de coherencia O6ptica (Visante), encontrando diferencias significativamente
estadisticas en todas las localizaciones (incluyendo CCT) excepto en la
localizacion temporal a 2,5 mm del centro. Su contribucion mas interesante es
que el rango de las diferencias entre ambos equipos no fue constante a lo largo
de la topografia corneal, sino que iba en aumento segun se alejaba del centro
de la cérnea, es decir, que cuanto mas periféricas son las medidas del espesor

corneal mas diferian.
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Bourges'”® estudio el acuerdo de las medidas en el centro y en la
periferia de la cornea (3 mm hacia nasal superior, nasal, nasal inferior, inferior,
temporal inferior, temporal, temporal superior, superior) obtenidas mediante
topografia de Scheimpflug (Pentacam) y topografia de elevacién (Orbscan II).
El autor concluye que las medidas del CCT entre ambos equipos son

intercambiables, mientras que las medidas obtenidas en la periferia no lo son.

'8 evalué el acuerdo de las

De la misma manera, Jonuschei
medidas en el centro y en la periferia de la cornea (3 mm hacia nasal y
temporal) obtenidas mediante topografia de elevacion (Orbscan Il) y
microscopia especular (SP-2000P), concluyendo que estos equipos no son

intercambiables para medidas fuera del centro corneal.

Otros trabajos, sin llegar a encontrar diferencias estadisticamente
significativas o desacuerdo en las medidas del espesor corneal periférico entre
distintos equipos, si que han reportado una clara tendencia por la que, como en
el caso de Milla, las diferencias entre los equipos aumentan segun los puntos

181-183

de medida se alejan del centro de la cornea, o la repetibilidad de las

medidas en la periferia corneal es peor que en el CCT."8418°

Estos hallazgos sugieren que la precision de los distintos equipos
para obtener las medidas de la paquimetria corneal periférica es incierta, lo que
pone de manifiesto el desconocimiento del verdadero espesor corneal mas alla
del area central. Varios autores han barajado distintas opciones como posibles

razones que explicarian estas diferencias entre distintas tecnologias.

Khoramnia™® postula que, en el caso de la topografia de camara
dual de Scheimpflug (Galilei), la superposicién de imagenes en el centro de la
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cérnea es mayor que en la periferia debido a la rotacion de la camara alrededor
del eje optico, por lo que el numero de puntos capturados por la camara para la
misma ubicacion disminuye considerablemente de la cérnea central a la

periférica. Shankar'®®

atribuye el uso de puntos de referencia inestables (como
el centro de la pupila en lugar del apex corneal) a la posible falta de acuerdo
entre distintos dispositivos y baja repetibilidad de las medidas. Los trabajos de
Marsich'® y Huang'® sefialan que la exploracion en el caso del meridiano
vertical puede verse parcialmente afectada al estar mas sujeto a los artefactos
derivados de los parpados (que pueden cubrir partes de la periferia corneal

superior e inferior).

4.3.5.2. Puntos fuertes y limitaciones

En primer lugar, este estudio presenta un importante avance con
respecto del anterior trabajo en el que se estudid la respuesta a la hipoxia
inducida por el uso de LC durante 40 minutos en distintos puntos de la
topografia corneal, ya que no se ha limitado a la evaluacion de la respuesta
inmediata de la cérnea a la hipoxia sino que se han obtenido las medidas de la
paquimetria corneal pasados 7 dias de porte prolongado de las lentes,
induciendo un mayor edema corneal. Es necesario realizar estudios en
usuarios de larga duracion y regimenes de uso diferentes para comprobar
coémo evoluciona la respuesta corneal al porte de LC en las distintas zonas de
la topografia corneal después de afios de uso de LC, asi como estudiar si la
morfologia del tejido corneal sigue manteniendo sus proporciones entre el
centro y la periferia nasal y temporal o se producen cambios diferentes.

Al igual que en el Estudio lll, este trabajo ha analizado la respuesta
corneal no soélo en el centro de la cérnea sino también en otros cuatro puntos
concretos del meridiano horizontal corneal, (4 y 5 mm del apex de la cornea
hacia nasal y temporal), sin embargo las herramientas disponibles en la
actualidad facilitan la informacion de cualquier punto deseado de la superficie
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de la cornea, por lo que podria realizarse un estudio mas exhaustivo del edema
no sélo en 4 puntos de la periferia del meridiano horizontal sino incluyendo
practicamente el mapa completo de la cérnea. Si bien la medida en el
meridiano vertical presenta el inconveniente de verse afectada por los
parpados, que pueden cubrir partes de la periferia corneal superior e inferior

como se ha mencionado anteriormente.

Ademas, la metodologia empleada para llevar a cabo el presente
estudio difiere del resto de trabajos encontrados en la literatura, lo que supone
un nuevo enfoque. En la mayoria de los trabajos realizados previamente, para
conocer si la respuesta es igual en el centro que en la periferia se calcula el
porcentaje de variacion en el espesor corneal antes y después del porte de las
LC, y se compara por zonas para establecer posibles diferencias. Otra posible
manera de determinar estas diferencias es la propuesta en el presente trabajo
que ademas de establecer las diferencias segun la comparacion de los edemas
en cada zona, se ha determinado la variacidén en la proporcion entre los
distintos puntos estudiados, obteniendo asi de forma sencilla un indice que
determina de manera directa como de grande es esa variacion en el espesor

corneal.

Otra importante limitacion de este trabajo es el pequefio tamafio de
la muestra de estudio, que hace que el trabajo tenga una potencia estadistica
limitada y en consecuencia, las estimaciones sean menos generalizables. En el
momento del disefio del estudio se contd con este limitado numero de sujetos;
al ser un trabajo enmarcado dentro del Estudio Il, que fue una primera prueba
de concepto donde se consider6 un bajo numero de sujetos para llevar a cabo
el estudio de seguridad del dispositivo de medida de la bioimpedancia corneal,
cumpliendo con los requisitos legales y recomendaciones del comité ético que
aprobd el protocolo.
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Por ultimo, el disefio contralateral del estudio, en el que cada sujeto
porté LC en ambos ojos, también es un aspecto controvertido, ya que se ha
descrito un posible efecto simpatico de un ojo sobre otro en el edema corneal
inducido por el uso de LC. 18189

4.3.5.3. Conclusiones

En conclusion el edema corneal inducido por el uso de LC de alta
(Lotrafilcon B — Dk = 110) y baja (Etafilcon A — Dk = 28) permeabilidad al
oxigeno durante 7 dias de porte prolongado presenta la misma tendencia a
repartirse uniformemente entre el centro y el meridiano horizontal de la cérnea,
por lo que la asimetria entre las zonas nasal y temporal y éstas con el centro de

la cérnea no sufren variaciones significativas.

Los datos han mostrado que después de 7 dias de porte prolongado,
las LC de bajo Dk inducen un edema significativamente mayor que las de alto
Dk en todos los puntos estudiados excepto en N5. Esta diferencia puede ser

analizada en futuros trabajos.

A pesar de que el porte de las LC de bajo Dk indujo un aumento
significativo del espesor corneal en CCT, N5, N4 y T4 después de 7 dias de
uso, las asimetrias estudiadas permanecen estables después del porte de las

lentes, lo que sugiere un reparto uniforme del edema corneal.
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Las tecnologias disponibles para el estudio de la morfologia de la
cérnea en la actualidad hacen que el proceso de evaluacion corneal sea
extremadamente completo ademas de rapido y sencillo. Sin embargo, a pesar
de los importantes avances que se han producido en las ultimas décadas, la
carencia de herramientas para obtener una completa comprensién de la

fisiologia corneal es evidente.

La evaluacion de la cornea con lampara de hendidura se practica
desde que Gullstrand la presentara en 1911, hace mas de 100 afios. Con ella
se puede explorar la anatomia corneal e identificar signos clinicos necesarios
para el diagnostico de patologias o alteraciones corneales, una vez éstas se
producen en la morfologia del tejido como consecuencia de diferentes procesos
fisiopatologicos dependiendo del caso.

En estos 100 afos, se ha pasado de valorar el estado y salud
general de la cdérnea a obtener medidas in vivo no invasivas de la
permeabilidad del epitelio y del endotelio corneal, y es obvio que la tecnologia
continuara avanzando y desarrollando nuevos y mejores dispositivos que

seguiran facilitando el examen de la cdrnea, proporcionando datos e
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informacion que todavia hoy no es facil imaginar. El final de la meta ha sido, es

y sera proporcionar la mejor atencion a los pacientes en la practica clinica.

Esta tesis doctoral ha querido contribuir con los avances que se
estan produciendo en el campo de estudio de la respuesta corneal al porte de
LC, planteando un proyecto que incluyera la evaluacién tanto de la respuesta
fisiologica (permeabilidad del epitelio y del endotelio) como de la respuesta
mecanica (cambios en el espesor) de la cornea secundarios al porte de LCH.

En el caso de la respuesta fisioldgica, se evalud en primer lugar la
capacidad de la técnica de medida de la bioimpedancia corneal en un modelo
animal de edema corneal inducido por el uso de LCH. Los resultados, aunque
controvertidos, parecen ser biologicamente plausibles y, sobre todo,
demuestran que el equipo de medida de la bioimpedancia corneal es sensible y
capaz de detectar cambios inducidos por la hipoxia secundaria al uso de LCH,

sin provocar lesiones ni efectos secundarios sobre el tejido corneal.

En segundo lugar, se evalué la seguridad y capacidad de esta
herramienta para estudiar in vivo y de manera no invasiva la permeabilidad del
epitelio y del endotelio corneal humanos. Para ello se disefié un estudio en el
que se monitorizd la medida de la bioimpedancia epitelial y endotelial en un
grupo de voluntarios que portaron LCH de diferente Dk. En resumen, aunque
los resultados obtenidos no muestran cambios estadisticamente significativos
en la permeabilidad de ninguna de las dos capas corneales, [que puede
explicarse ya que ambas LC estan aprobadas por la FDA (U.S. Food and Drug
Administration) para su uso prolongado (etafilcon A, hasta 7 dias) y continuado
(lotrafilcon B, hasta 30 dias)]; los resultados pueden ayudar a identificar y
explicar el adelgazamiento epitelial asociado al uso de LCH, que precisa ser

aclarado con nuevas investigaciones.
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El estudio de la respuesta mecanica de la cornea a la hipoxia
inducida por el uso de LCH ha evaluado la distribucion del edema corneal en
cinco localizaciones de su topografia (CCT, N4, N5, T4 y T5), con el propdsito
de esclarecer si el edema secundario al porte de LCH se reparte
homogéneamente entre centro y periferia corneal o por el contrario una de

estas zonas presenta mayor edema.

Para ello, se analizé la respuesta corneal después de 40 minutos
(respuesta a corto plazo) y de 7 dias (respuesta a medio plazo) de porte de las
lentes. Los resultados muestran un reparto uniforme del edema, tanto a corto
como a medio plazo de uso de LC. Estos resultados pueden ayudar a dilucidar
la polémica en torno a esta cuestion, que parece no tener una teoria

ampliamente aceptada, sino que se defienden varias hipotesis.

En definitiva, esta tesis ha demostrado que es posible aplicar la
medida de la bioimpedancia corneal para la evaluacion del estado de la funcion
barrera del epitelio y del endotelio corneal en humanos in vivo de manera
segura y no invasiva y; ademas, que el edema inducido por el porte a corto y
medio plazo de LCH se reparte uniformemente entre el centro y la periferia de

la cornea a lo largo del meridiano horizontal.

Sin embargo, son necesarios mayores esfuerzos para mejorar el
prototipo de medida de la bioimpedancia corneal utilizado en esta tesis, de tal
manera que se aumente su precision, sensibilidad y eficacia, asi como
disminuyendo el tiempo de exploracion y uso de anestésico topico, con el fin de
implementar su uso clinico y desarrollar nuevas tecnologias que mejoren la
existente y ayuden a dilucidar los cambios en la fisiologia y biomecanica
corneal secundarios a la hipoxia inducida por el uso de LCH, lo que facilitara la
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toma de decisiones clinicas y mejorara la metodologia y los conocimientos

sobre la interaccion entre cornea y LC.
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5.1. Sintesis final

RELEVANCIA CLINICA

y perspectivas de futuro

Este trabajo ha continuado con una linea de investigacion basada en
avanzar en el conocimiento de la respuesta corneal al uso de LC, los
mecanismos que provocan el edema corneal y la apreciacién de los cambios
no solo en la morfologia sino también en la fisiologia de la codrnea,
contribuyendo al entendimiento de la interaccion entre cornea y LC y a la
definicién de pautas y protocolos que permitan un uso mas seguro de las

mismas.

Los resultados obtenidos han demostrado que es posible detectar y
monitorizar de forma no invasiva los cambios secundarios al porte de LCH
producidos en la permeabilidad del epitelio y del endotelio corneal en humanos

in vivo aplicando nuevas herramientas de medida de la bioimpedancia corneal.

La transferencia de esta técnica de medida a la practica clinica
supondria en primer lugar aportar un nuevo método de evaluacién de la
permeabilidad corneal en humanos in vivo. Actualmente, la Unica herramienta
existente para la evaluacion objetiva de este parametro es la fluorofotometria,
por lo que la implementacion de la técnica de bioimpedancia no sélo aportaria

un nuevo equipo de exploracion de la cérnea a la comunidad clinica y cientifica,
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sino que simplificaria el método de exploracion y optimizaria los resultados
obtenidos con la fluorofotometria.

La medida de la bioimpedancia corneal podria aplicarse en
numerosas situaciones de la practica clinica de la optometria, contactologia y
oftalmologia, entre ellos:

® Deteccion de alteraciones en la fisiologia del epitelio corneal en
usuarios de LC o personas con el sindrome de ojo seco antes de
que sean apreciables macroscépicamente mediante la evaluacion

con lampara de hendidura y/o fluoresceina.

® Deteccion y monitorizacion de los procesos de cicatrizacion del
epitelio corneal, secundarios a abrasiones, incisiones o heridas de

distinta etiologia.

® Evaluacion de la seguridad y eficacia de los liquidos de

mantenimiento de las LC.

® Deteccion de alteraciones en la fisiologia del endotelio corneal en
usuarios de LC antes de que se produzcan cambios no
aceptables en la morfologia corneal.

® Deteccion y monitorizacion de las distrofias del endotelio corneal,
o afecciones que cursen con afeccion del endotelio y edema

corneal.

® Evaluacion de la seguridad y eficacia de farmacos de
administracion por via topica (afectacion del epitelio) y via
intracameral (afectacion del endotelio).

® Evaluacién de la idoneidad de corneas donantes y de los

protocolos de mantenimiento de las mismas.



Capitulo 5

Sintesis final

En la actualidad, se esta trabajando en la mejora del equipo de
medida de la bioimpedancia, disminuyendo los tiempos de medida y
aumentando la consistencia de los resultados. La siguiente version del
prototipo dara lugar a nuevos estudios de validacion de la técnica y valoracién

final de su potencial industrial y comercializacion.

Los resultados encontrados en cuanto a la permeabilidad del epitelio
y del endotelio en humanos, ¢ pueden ser diferentes en usuarios de LC de larga
duracion?, 4y en funcion del grado de edema inducido o del disefio de la LC?
¢Por qué la permeabilidad epitelial tiende a disminuir tras un corto o medio
plazo de porte de LCH? ;Es posible corroborar la teoria presentada en esta
tesis? ¢Es comparable el comportamiento del epitelio y del endotelio corneal
entre conejos y humanos, teniendo en cuenta que es uno de los modelos
animales mas empleados en trabajos de investigacion tanto de captacion de
farmacos como de edema corneal producido por el uso de LC?

También este trabajo de tesis ha demostrado que es posible evaluar
la distribucién del edema corneal secundario al porte de LCH mediante el
estudio del ratio de progresion del espesor corneal entre en distintos puntos de
su topografia, contribuyendo, en la medida de lo posible, a dilucidar los
mecanismos que inducen el edema corneal. De esta manera, se ha continuado
con la linea de investigacion que quedo abierta con la tesis del Dr. Raul Martin
Herranz; planteando nuevas preguntas que habran de ser respondidas con
futuros trabajos.

La tendencia encontrada a la distribucion homogénea del edema
corneal entre el centro y la periferia de la cornea a lo largo del meridiano
horizontal, ¢es diferente en usuarios de LC de larga duracion? ¢y en funcidn
del grado de edema inducido? ;Qué sucede en el caso de usuarios de LC de
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diferentes disefios? ¢ Coincidiran estos resultados en el caso de estudiar el
meridiano vertical, u otros puntos de la topografia corneal? Y si se cambia de
punto de referencia de analisis, y en lugar de escoger el centro geométrico de
la cornea se utiliza, por ejemplo, el apex corneal?



Capitulo 5

Sintesis final

. La técnica de medida de la bioimpedancia corneal es capaz de
detectar cambios en la permeabilidad del epitelio corneal de
conejos de raza Blanco de Nueva Zelanda inducidos por la

hipoxia secundaria al porte de lentes de contacto hidrofilicas.

. La técnica de medida de la bioimpedancia corneal es segura para
su uso en la practica clinica como técnica de evaluacién de la
permeabilidad epitelial y endotelial de manera no invasiva en

corneas humanas in vivo.

. La técnica de medida de la bioimpedancia corneal es capaz de
detectar cambios en la permeabilidad del epitelio y del endotelio
corneal humano inducidos por el porte de lentes de contacto
hidrofilicas de diferente permeabilidad al oxigeno.

. El edema corneal inducido por el uso de lentes de contacto
hidrofilicas de diferente permeabilidad al oxigeno durante un corto
plazo de tiempo (40 minutos) se distribuye uniformemente entre el

centro y la periferia de la cérnea (meridiano horizontal).
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5. El edema corneal inducido por el uso de lentes de contacto
hidrofilicas de diferente permeabilidad al oxigeno durante un
medio plazo de tiempo (7 dias) se distribuye uniformemente entre
el centro y la periferia de la cornea (meridiano horizontal).
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SENSOR NO INVASIVO PARA DETERMINAR CARACTERISTICAS
FUNCIONALES DE LA CORNEA, DISPOSITIVO QUE INCLUYE DICHO
SENSOR Y SU USO

DESCRIPCION
OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencion se refiere a un sensor y a un dispositivo
que incorpora dicho sensor para la obtenciéon de forma no invasiva, de datos utiles

para el diagnostico del estado de la cérnea.

Mas concretamente se trata de un dispositivo que permite medir la
impedancia de la cornea a diferentes frecuencias para establecer una correlacion
entre la impedancia y la permeabilidad del endotelio y del epitelio y el nivel de
hidratacion del estroma, para de esta forma determinar las caracteristicas

funcionales de la cornea.

ESTADO DE LA TECNICA

La cornea es la estructura hemisférica transparente localizada al frente del
organo ocular, que permite el paso de la luz y que protege al iris y cristalino. Tiene
forma de casquete esférico con un diametro medio en el humano de 11,5 mmy
posee propiedades Opticas de refraccion  significativas, aportando

aproximadamente un 70% de la capacidad total de enfoque del ojo.

La cérnea consta de tres capas; la mas externa es el epitelio corneal,
compuesto por epitelio pluriestratificado no queratinizado con gran potencial
regenerativo; la media es el estroma, la capa mas ancha de las tres; y la mas
interna es el endotelio monoestratificado que consta de una sola capa de células.
Se distinguen dos membranas que separan el estroma de las otras dos capas
corneales: la membrana de Descemet, que separa el estroma del endotelio, y la

membrana de Bowman, que separa el estroma del epitelio.

El epitelio representa el 10 % del grosor total de la cérnea (550 pm
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aproximadamente en el humano) y esta formado por varias capas celulares que
actuan de barrera protectora a agentes externos. El transporte de iones a través
de las células de la capa epitelial es uno de los responsables de regular la

funcionalidad corneal.

El estroma esta formado en humanos por unas 200 — 250 laminas de fibras
de colageno dispuestas de forma paralela a la superficie corneal. El estroma es el
responsable final de las propiedades biomecanicas de la cérnea, asi como de su
curvatura y de su transparencia. Para mantener su transparencia no dispone de
capilares para nutrirla, de modo que los nutrientes se suministran a través del
epitelio y del endotelio. Por otro lado, el grado de hidratacion del estroma esta
directamente relacionado con la transparencia de la cérnea, permaneciendo en un

continuo estado de deshidratacion.

El endotelio consta de una monocapa de células cuboideas que forman un
mosaico hexagonal y mantiene la transparencia del tejido controlando la
hidratacion del estroma. Por un lado, existe un flujo por difusién entre las células
del endotelio controlado por las uniones entre éstas (tight junctions). Por otro lado,
las células del endotelio estan especializadas en bombear agua del estroma al
humor acuoso, creando un flujo activo mediante la bomba fluidica y asegurando la
homeostasis de la cérnea. Una caracteristica del endotelio corneal, a diferencia del
epitelio, es su incapacidad para la renovacion celular. Esto origina una pérdida de
poblacién celular con la edad, asi como una disminucién de su grosor al estar
obligadas las células a cubrir toda la superficie corneal posterior, produciéndose
como consecuencia una pérdida de su capacidad para controlar el nivel de
hidratacion del estroma. Este envejecimiento puede darse de forma exagerada en
distrofias y como consecuencia de patologia, cirugia ocular o uso de farmacos

oftalmoldgicos.

La Figura 1 muestra las diferentes capas que componen la cérnea, asi
como los mecanismos principales de control del nivel de hidratacion del estroma:
difusién a través del epitelio, difusion y bombeo a través del endotelio. Aunque el
estudio de la permeabilidad de estas capas es de gran interés clinico, hasta ahora

sOlo se han realizado estudios basados en medidas in-vitro, generalmente con
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tejidos extirpados y colocados en un dispositivo sensor especifico. También
existen algunos estudios que toman medidas “in vivo” en animales, pero utilizando
meétodos muy invasivos, lo que generalmente comporta la inutilizacion del tejido
para estudios posteriores y imposibilidad de hacerlo en una clinica con pacientes.
En la practica clinica se suele usar la medida del grosor de la cérnea (paquimetria)

como medida indirecta de la disfuncidon corneal.

El estudio de las propiedades eléctricas pasivas de las diferentes capas de
la coérnea, se utiliza habitualmente en estudios in-vitro para evaluar la
permeabilidad de éstas. Pero los métodos utilizados en estos estudios no son
aplicables a las medidas in-vivo. Los medios celulares y acelulares presentan un
comportamiento diferente frente a la corriente eléctrica. En general, los tejidos
estan compuestos por células embebidas en un medio extracelular. A bajas
frecuencias, < 1 kHz, la corriente se distribuye por el medio extracelular
(fundamentalmente una solucién iénica con comportamiento resistivo), mientras
que a frecuencias mas altas, > 100 kHz, la corriente es capaz de atravesar las
paredes celulares y el medio intracelular (el comportamiento de las membranas es
capacitivo y el medio intracelular es resistivo). La Fig. 2 representa graficamente
esta diferencia de comportamiento en funcion de la frecuencia. En base a este
comportamiento de los tejidos bioldgicos se puede analizar el estado de las
diferentes capas de la cérnea utilizando medidas basadas en las propiedades

eléctricas pasivas de esta, como es el caso de las medidas de impedancia.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un sensor de medida de la impedancia
util para determinar las caracteristicas funcionales de la coérnea, asi como un

dispositivo que comprende dicho sensor.

Asi, un primer aspecto de la invencion se refiere a un sensor de medida de
la impedancia que comprende n microelectrodos, estando n comprendido entre 4 y
30, dispuestos sobre un sustrato, siendo el tamano y disposicion de los
microelectrodos adecuados para que hagan simultaneamente contacto con una

cornea, y donde los microelectrodos se seleccionan para realizar la medida en
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grupos de 4 a modo de 2 microelectrodos externos y 2 microelectrodos internos.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un dispositivo de
medida de la impedancia que comprende un sensor segun se ha descrito
anteriormente y un equipo de medida de impedancias multifrecuencia conectado

bien sea fisicamente por cables o bien sea por telemetria a dicho sensor.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere al uso de un sensor o de un
dispositivo que comprende dicho sensor segun se ha descrito anteriormente para
la medida de la impedancia para determinar las caracteristicas funcionales de la

cornea.

El término “microelectrodos” hace referencia a microelectrodos que
unicamente requieren el contacto con la superficie de la cornea para efectuar la
medida de impedancia. Por otro lado, la expresion “tamafio y configuracion
adecuados para que hagan simultaneamente contacto con una cérnea” se refiere a
que, para poder realizar correctamente la medida de la impedancia, todos los
microelectrodos utilizados deben hacer contacto eléctrico con la cérnea, lo cual

implica limitaciones de tamano y disposicion relativa de los microelectrodos.

Para realizar una medida, se conecta el sensor de la invencion al equipo de
medida de impedancias. Estos equipos funcionan inyectando una corriente
eléctrica en el medio cuya impedancia se desea medir a través de los
microelectrodos, obteniéndose simultaneamente el potencial eléctrico resultante a
través de otros microelectrodos. A partir de estos datos, se calcula la impedancia

del tejido.

Se ha probado que aumentos de permeabilidad de las capas endotelial y
epitelial, que son celulares, se deben normalmente al aumento de los espacios
intercelulares o a la disminucion del numero de células, lo cual provoca una
disminucion de la impedancia. Este aumento de la permeabilidad de las capas
endotelial y epitelial provoca a su vez un aumento de la hidratacion del estroma, lo
que también tiene como consecuencia una disminucion de la impedancia debido a

un aumento de la concentracion idnica.
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El equipo de medida de impedancias incorpora medios para inyectar una
corriente eléctrica de frecuencia variable en la cérnea y medios para la lectura
simultanea del potencial resultante, obteniendo asi datos de la impedancia del

tejido para una medida multifrecuencial en el rango de 10 Hz a 1 MHz.

Las medidas efectuadas en distintos rangos de frecuencias y con los
microelectrodos adecuados dan lugar a unos valores de impedancias que permiten
obtener conclusiones acerca del estado funcional de las distintas capas de la

cornea.

Se ha observado que en el caso de frecuencia < 1 KHz la conductividad
medida depende basicamente de la conductividad de la capa epitelial. Debido a su
baja conductividad a bajas frecuencias, la cantidad de corriente eléctrica que
puede atravesarla es practicamente nula, de forma que la caida de tension

registrada depende de la conductividad del epitelio corneal.

En el rango de 1 KHz < frecuencia < 100 KHz, el analisis de la medida de la
impedancia resulta mas complejo, ya que intervienen varios factores. La
conductividad de las capas celulares (epitelio y endotelio) es dos 6rdenes de
magnitud mayor que la del resto de capas, permitiendo el paso de una cantidad de
corriente significativa a las capas acelulares (estroma y humor acuoso). Por otro
lado, la conductividad del humor acuoso es mas elevada que la del estroma, por lo
que la corriente eléctrica tendera a circular por esta capa. La cantidad de corriente
que puede atravesar el endotelio y circular con el humor acuoso se relaciona
directamente con la conductividad del endotelio, y a su vez con su permeabilidad.
En consecuencia, si aumenta la corriente que circula por el humor acuoso, la
impedancia registrada baja, lo cual indica un aumento de la permeabilidad del

endotelio.

En el rango de frecuencia > 100 KHz la corriente eléctrica es capaz de
atravesar células, de modo que la medida de la impedancia depende de la
conductividad del estroma y del humor acuoso, por ser las capas de mayor
tamano. La conductividad del humor acuoso se puede considerar constante, de

modo que las variaciones en la impedancia medida se relacionan con las
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variaciones de la conductividad del estroma, y éstas a su vez con su grado de

hidratacion.

En una realizacidon particular de la invencion, los microelectrodos estan

dispuestos de forma planar sobre el sustrato.

En otra realizacion particular de la invencion, el sensor comprende 10

microelectrodos.

Los microelectrodos conductores pueden ser de material metalico o no

metalico, preferentemente de un material biocompatible.

En una realizacién particular de la invencion, los microelectrodos son de
material metalico seleccionado entre oro, platino, niquel, aluminio, titanio, nitruro

de titanio, cromo y posibles aleaciones de los mismos;

En otra realizacion particular de la invencion, los microelectrodos son de
material no metalico seleccionado entre nanotubos de carbono, grafeno y

polimeros conductores.

Estos microelectrodos pueden ser modificados mediante procesos que
mejoran sus prestaciones. Asi por ejemplo, se pueden depositar nanotubos de
carbono o electro-depositar platino negro u oro para mejorar el contacto con el
tejido y se pueden depositar hidrogeles como el

polihidroximetilmetacrilato(pHEMA) para estabilizar los procesos anteriores.

En otra realizacion particular de la invencion, dichos microelectrodos tienen
forma alargada y estan dispuestos en paralelo segun su lado mas largo, estando
configurados los microelectrodos bien para inyectar una corriente eléctrica o bien

para medir un potencial.

Por otra parte, el sustrato sobre el que estan dispuestos los microelectrodos
esta constituido por un material biocompatible y puede ser rigido o flexible,

preferentemente transparente, lo cual permite a la persona que realiza la medida
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observar si los microelectrodos estan haciendo contacto con la superficie de la
cornea. Asimismo, un sustrato rigido puede ser esencialmente plano o presentar
un angulo de curvatura que permita su adaptacién sobre la superficie de la cérnea.
En el caso de un sustrato rigido, el material se selecciona entre silicio, carburo de
silicio, vidrio y PCB (printed circuit board, RF4). En el caso de un sustrato flexible, el
material se selecciona entre polimeros como pueden ser: SU8, polimetilmetacrilato
(PMMA), polidimetilsiloxano (PDMS), poliimida, polietileno naftalato (PEN),
polietilentereftalato (PET), poliestireno, polimero de cicloolefina (COP) vy

policarbonato.

En una realizacion particular de la invencion, el sustrato es rigido y los

microelectrodos tienen una longitud de 2 mm y una anchura de 0,3 mm.

En otra realizacion particular de la invencion, el sustrato es flexible y los

microelectrodos tienen una longitud de 1 mm y una anchura de 0,3 mm

La Figura 3A muestra un esquema de las diferentes capas que definen el

sensor, el sustrato y los microelectrodos.

El sensor podra ser adaptado de diferentes maneras para su puesta en
practica para la realizacion de las medidas de impedancia. Se contempla la
posibilidad de la fabricacion del sensor en forma de lentilla, la adaptacion del

sensor a un soporte o0 a un recipiente que pueda contener corneas aisladas.

Asimismo se ha probado que los valores de la impedancia medidos
dependen de la geometria de los microelectrodos utilizados. De la misma forma la
contribucién de las propiedades eléctricas de cada capa de la cornea a la
impedancia total medida es diferente. Se puede decir que las capas mas cercanas
a los microelectrodos tienen una sensibilidad mayor, de forma que una variacion
en sus propiedades eléctricas provocara una variacion mayor en la impedancia
total. De esta forma, la profundidad de la medida realizada depende de la

distancia relativa entre los microelectrodos.

El sensor de la presente invencion presenta la ventaja de que la medicion
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de la impedancia de la cérnea a diferentes frecuencias para establecer una
correlacion entre la impedancia y la permeabilidad del endotelio y del epitelio y el
nivel de hidratacion del estroma, se puede determinar con el uso del mismo sensor
descrito anteriormente combinando convenientemente cuatro microelectrodos de
los varios presentes en el sensor, ya que permite modular la amplitud de la
distancia relativa entre ellos. Asi, en la Figura 3B se observa como el uso de
diferentes microelectrodos permite determinar la permeabilidad de las diferentes
capas de la coérnea. El disefio y uso de los microelectrodos cumple con unos

determinados parametros.

A continuacion se indican los valores maximos y minimos de los parametros
que definen la geometria de los microelectrodos, y se facilitan los valores 6ptimos
para que el sensor detecte las alteraciones en las tres capas principales de la
coérnea. La Fig. 4 esquematiza estos parametros en un sensor formado por diez
microelectrodos. En este caso los microelectrodos son de igual longitud y anchura
y se encuentran dispuestos paralelos con 2 microelectrodos externos (I+, I-) y 2
microelectrodos internos (V+, V-), pudiendo ser también factible la disposicion de
los microelectrodos como externos (V+, V-) y 2 microelectrodos internos (I+, I-),

ver Fig. 5.

Los parametros son:

We es la anchura de cada electrodo y esta comprendida entre 0,03 mm y
1mm, siendo preferentemente 0,3 mm,

Le es la longitud del electrodo, y esta comprendida entre 0,03 mm y 11mm,
siendo preferentemente 1mm o 2 mm,

Ws es la anchura del conjunto de electrodos seleccionados para realizar la
medida o distancia entre las lineas medias de los microelectrodos externos, y esta
comprendida entre 0,2 mm y 11mm.El valor preferente de este parametro depende
de la capa de la que se desea obtener informacion, siendo 5 mm para el caso de la
capa endotelial, 1 mm para el caso del epitelio y 1,8 mm para el caso del estroma.

Nre es la relacion de la separacion entre microelectrodos donde Nre =
SeilSe, en el que Sei es la distancia entre las lineas medias de los microelectrodos

internos y Se es la distancia entre las lineas medias de un electrodo interno y el
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electrodo externo mas proximo, y esta comprendida entre 20 y 0,1, siendo

preferentemente 3.

Por otra parte se ha comprobado que variando la anchura del sensor Ws
varia la sensibilidad del sensor a una determinada capa, ya que este parametro
determina la profundidad de la medida. Al variar la anchura del sensor los rangos
de frecuencia detallados con anterioridad se alteran ligeramente, desplazandose a

frecuencias mas altas al reducir la anchura del sensor.

Para sensores de anchura Ws > 3 mm se pueden detectar variaciones en

las tres capas de la cérnea.

Para sensores de anchura 1,5 mm < Ws < 3 mm se pueden detectar
variaciones en el estroma y el epitelio, siendo el rango 6ptimo para detectar

alteraciones en la conductividad del estroma.

Para sensores de anchura Ws < 1,5 mm soélo se pueden detectar

variaciones en la capa epitelial.

Como se ha detallado con anterioridad, el estado funcional de cada capa de
la cérnea se correlaciona con la medida de la impedancia de la cdrnea en funcion
de la anchura del conjunto de electrodos seleccionado (Ws) y de la frecuencia a la
gue se realiza la medida. Asi, la siguiente tabla resume los valores de estos dos

parametros para el caso de cada capa de la cérnea.

Epitelio Endotelio Estroma

recuencla

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra esquematicamente las diferentes capas que forman la

coérnea (la lagrima, el epitelio celular, el estroma acelular, el endotelio celular y el
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humor acuoso) y los principales mecanismos de control del nivel de hidratacién del
estroma. En linea continua se muestra el flujo por difusién del humor acuoso al
estroma a través del endotelio, en linea discontinua se muestra el flujo por bombeo
del estroma al humor acuoso a través del endotelio y en linea semidiscontinua se

muestra el flujo por difusion de la lagrima al estroma a través del epitelio.

La Figura 2 muestra esquematicamente el comportamiento de la corriente
eléctrica a diferentes frecuencias al atravesar capas celulares. En linea discontinua
se representan las bajas frecuencias, < 1 kHz, y se observa que la corriente se
distribuye por el medio extracelular. En linea continua se muestran las altas
frecuencias, > 100 kHz, y se observa que la corriente atraviesa la pared celular y el

medio intracelular.

La Figura 3A muestra un esquema de las diferentes capas que definen el
sensor, el sustrato y los microelectrodos. La Figura 3B ejemplifica como el uso del
mismo sensor combinando convenientemente microelectrodos de los varios
presentes en el sensor, permite la penetracion de la corriente a las diferentes

capas de la coérnea.

La Figura 4 muestra el ejemplo de un sensor con 10 microelectrodos, donde
se definen los diferentes parametros de la geometria del sensor: We, anchura del
microelectrodo; Le; longitud del microelectrodo; Ws, anchura del conjunto de
microelectrodos seleccionados para realizar la medida; Se, distancia entre las
lineas medias de un microelectrodo interno y el microelectrodo externo mas

préximo; Sei, distancia entre las lineas medias de los microelectrodos internos.

La Figura 5 muestra un ejemplo de un sensor formado por cuatro
microelectrodos dispuestos sobre un sustrato, detallando los dos microelectrodos
externos (I+, I-) y los dos microelectrodos internos (V+, V-) para realizar una

medida de impedancia a cuatro puntas.

ESCRIPCION DE UNA REALIZACION PREFERENTE

Se describe a continuacién una realizacion preferente del dispositivo objeto
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de la invencion haciendo referencia a las figuras adjuntas.

En este ejemplo se usé un sensor con 10 microelectrodos de oro
depositado sobre un sustrato de vidrio. Para evitar que las pistas hicieran contacto
eléctrico con la cornea, éstas se cubrieron mediante una capa aislante de SiO,-
Si3N4 (300 nm + 700 nm). La forma de los microelectrodos y de la capa aislante se
realizaron mediante procesos de fotolitografia estandares en procesos de

microtecnologia.

La correlacion entre las medidas de la impedancia de la cornea y la
funcionalidad de las diferentes capas de la cérnea se validaron mediante pruebas
experimentales en conejos. De esta forma, se indujeron alteraciones funcionales
en la cérnea mediante la administracion de cloruro de benzalconio (BAC) diluido al
0.05% en volumen. Este compuesto altera las uniones entre las células

provocando un aumento de la permeabilidad de las capas cornéales.

Para detectar alteraciones en la capa epitelial se selecciond una
configuracién de microelectrodos con una Ws de 1 mm y una Nre de 3. El equipo
de impedancia inyect6 una corriente de 10 uA a 100 Hz entre los microelectrodos
externos y registré la caida de potencial en los microelectrodos internos,
obteniéndose la medida de la impedancia de la cérnea. La medida obtenida a 100
Hz fue de 10 KQ + 2 KQ en el caso de una cérnea sana y de 4 KQ + 1 KQ en el
caso de una cornea con la capa epitelial alterada. Repitiendo el mismo
procedimiento, para detectar alteraciones en la capa endotelial se seleccion6 una
configuraciéon de microelectrodos con una Ws de 5 mm y una Nre de 3,
obteniéndose una medida a 10 kHz de 2 KQ * 0.5 KQ para una cérnea sana y una
medida de 200 Q + 100 Q para una cornea con la capa endotelial alterada.
Siguiendo el mismo procedimiento experimental se midi6 el aumento de la
hidratacion del estroma debido al aumento de la permeabilidad endotelio corneal.
Para ello, se seleccion6 una configuracion de microelectrodos con una Ws de 1.8
mm y una Nre de 3, obteniéndose una medida a 1 MHz de 250 Q + 20 Q para una
coérnea sana y una medida de 80 Q + 20 Q para una coérnea con la capa estromal

alterada.
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REIVINDICACIONES

1.- Sensor de medida de la impedancia que comprende n microelectrodos, donde
n esta comprendido entre 4 y 30, dispuestos sobre un sustrato, siendo el tamafio y
disposicion de los microelectrodos adecuados para que hagan simultaneamente
contacto con una cérnea, y donde los microelectrodos se seleccionan para realizar
la medida en grupos de 4 a modo de 2 microelectrodos externos y 2

microelectrodos internos.

2.-Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicacion 1, donde los

microelectrodos estan dispuestos de forma planar sobre el sustrato.

3.-Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 2, donde el sensor comprende 10 microelectrodos.

4.-Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, donde los microelectrodos son de material metalico seleccionado entre oro,
platino, niquel, aluminio, titanio, nitruro de titanio, cromo y aleaciones de los

mismos.

5.-Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, donde los microelectrodos son de material no metalico seleccionado entre

nanotubos de carbono, grafeno y polimeros conductores.

6.-Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, donde los microelectrodos tienen una forma alargada y estan dispuestos en

paralelo segun su lado mas largo.

7. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6, donde la anchura de cada electrodo We esta comprendida entre 0,03 mm y

1Tmm.

8. Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicaciéon 7, donde la anchura

de cada electrodo We es 0,3 mm.
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9. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, donde la longitud del electrodo Le esta comprendida entre 0,03 mm y
11mm.10. Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicaciéon 9, donde la

longitud del electrodo Le es 1mm o 2 mm.

11. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, donde la anchura del conjunto de electrodos seleccionados para realizar la
medida o distancia entre las lineas medias de los microelectrodos externos Ws

esta comprendida entre 0,2 mmy 11mm.

12. Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicacion 11, donde la
anchura del conjunto de electrodos seleccionados para realizar la medida o
distancia entre las lineas medias de los microelectrodos externos Ws es1 mm para
el caso del epitelio, 1,8 mm para el caso del estroma y 5 mm para el caso de la

capa endotelial.

13. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 12, donde la relacion de la separacion entre microelectrodos Nre = Sei/Se, en el
que Sei es la distancia entre las lineas medias de los microelectrodos internos y
Se es la distancia entre las lineas medias de un electrodo interno y el electrodo

externo mas préximo, esta comprendida entre 0,1 y 20.

14. Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicacion 13, donde la

relacion de la separacion entre microelectrodos Nre es 3.

15. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 14, donde el sustrato sobre el que estan dispuestos los microelectrodos es de un
material rigido seleccionado entre silicio, carburo de silicio, vidrio y PCB (printed

circuit board, RF4).

16 Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicacion 15, donde los

microelectrodos tienen una longitud de 2 mm y una anchura de 0,3 mm.

17. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
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a 14, donde el sustrato sobre el que estan dispuestos los microelectrodos es de un
material flexible seleccionado entre SU8, polimetiimetacrilato (PMMA),
polidimetilsiloxano (PDMS), poliimida, polietileno naftalato (PEN),
polietilentereftalato (PET), poliestireno, polimero de cicloolefina (COP) vy

policarbonato.

18 Sensor de medida de la impedancia segun la reivindicacién 17, donde los

microelectrodos tienen una longitud de 1 mm y una anchura de 0,3 mm

19. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones

15 a 18, donde el sustrato es transparente.

20. Sensor de medida de la impedancia segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 19, donde el sensor se realiza en forma de lentilla, adaptado a un soporte o

adaptado a un recipiente que pueda contener corneas aisladas.

21. Dispositivo de medida de la impedancia que comprende un sensor definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 y un equipo de medida de impedancias

multifrecuencia.

22. Dispositivo de medida de la impedancia segun la reivindicacion 21 donde el
sensor y el equipo de medida de impedancias multifrecuencia estan conectados

mediante cables.

23. Dispositivo de medida de la impedancia segun la reivindicacion 21 donde el
sensor y el equipo de medida de impedancias multifrecuencia estan conectados

por telemetria.

24. Uso de un sensor definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 o de un
dispositivo que comprende dicho sensor definido en cualquiera de las
reivindicaciones 21 a 23, para la medida de la impedancia para determinar las

caracteristicas funcionales de la cérnea.

25. Uso de un sensor segun la reivindicacion 24 para determinar las caracteristicas



10

WO 2011/107645 15 PCT/ES2011/070131

funcionales del epitelio donde la anchura del conjunto de electrodos seleccionados
Ws es menor de 1,5 mm vy la frecuencia a la que se realiza la medida es menor de
1 kHz.

26. Uso de un sensor segun la reivindicacion 24 para determinar las caracteristicas
funcionales del endotelio donde la anchura del conjunto de electrodos
seleccionados Ws es mayor de 3 mm vy la frecuencia a la que se realiza la medida

esta comprendida entre 1 kHz y 100 kHz.

27. Uso de un sensor segun la reivindicacion 24 para determinar las caracteristicas
funcionales del estroma donde la anchura del conjunto de electrodos
seleccionados Ws esta comprendida entre 1,5 mm y 3 mm y la frecuencia a la que

se realiza la medida es mayor de 100 kHz.
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EQUIPO PARA USO
EXCLUSIVO EN
INVESTIGACION CLINICA

Manual de Usuario

<Que es CORBI?

Es un equipo en fase de investigacion y de ensayo
clinico que aporta datos del grado de permeabilidad
de la cornea basandose en un analisis de medidas de
la impedancia mediante un microsensor colocado en
la superficie corneal.

Su principal ventaja frente a otros métodos es la
rapidez de los resultados y no ser invasivo. Se aplica
con la misma simplicidad que una tonometria. Ello
permite que pueda llegar a generalizarse en visitas de
oftalmologia.

El ensayo clinico pretende validar el método y

dispositivo en pacientes y principalmente para su uso en el diagnostico y seguimiento de
pacientes que son portadores de lentes de contacto o a los que se les va a realizar cirugia
para correccién de cataratas. El ensayo esta financiado por los laboratorios SALVAT SA.

Descripcion del equipo

El equipo completo consta de tres elementos

1. Un Dispositivo electrénico
2. Un sensor corneal
3. Un PC opcional

1

El equipo electrénico consta de dos moédulos unidos, A y B en la foto superior, que permiten
tomar y almacenar datos de forma automatica. Estos datos posteriormente seran enviados a
un PC para su analisis posterior. Ambos estan unidos por un cable, D en la foto superior.

2

El sensor corneal , C en la foto superior, esta realizado con tecnologias microelectrénicas.
Consta de varios microelectrodos de oro distribuidos sobre una superficie polimérica flexible
que permite su adaptacion perfecta a la curvatura corneal. Dicho sensor esta unido a un
cabezal para su correcta manipulacién y conexioén al equipo electrénico. Dicho sensor y
cabezal estara desinfectado y en bolsas precintadas y sera de un solo uso.

3
Finalmente, un PC que contiene un programa especifico que permite analizar los datos.
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Modo de Funcionamiento

Antes de utilizarlo comprobar que se tiene todos los elementos: Sensores esterilizados

Dispositivo electrénico y hojas de protocolo.

Los pasos de funcionamiento son:

1.- CONEXION SENSOR. Sacar el sensor del blister estéril.
Unir el cabezal del sensor (1) al cable conector del
dispositivo CORBI. Vigilar que coincidan los puntos rojos
al mismo lado.

Tener cuidado en no tocar partes estériles, es decir la zona
flexible (2), que iran en contacto con el ojo.

La parte sensora flexible ha sido previamente desinfectada
y protegida en blister especiales.

El punto rojo del sensor (2) sirve ademas para colocar el
lado correcto de la zona sensora en la superficie ocular.
El oftalmoélogo ha de visualizar siempre el punto rojo!

2.- ENCENDIDO. Encender ambos moédulos electrénicos (B 'y
A) apretando los botones de encendido respectivos. Se
encendera en el botén una luz verde en el modulo B y una
roja en el A.

3.- TEST. Hacer una medida Test. Una vez puesto el sensor
a utilizar en el extremo del cable colocarlo inmerso en un
recipiente con suero fisiologico.

Apretar el boton de test que es negro. Se encenderan las
luces o LEDs de control ambas mientras se esta
automaticamente realizando la medida de test.

Si la medida es buena quedara solamente la luz verde. Si la
medida no es correcta quedara encendida solamente la luz
roja.

En este caso repetir la medida y si repite el error proceder
a cambiar el sensor y volver a hacer el test.

4.-MEDIDA. Colocar el sensor flexible en la supeficie corneal
de forma centrada con el ojo abierto y viendo la marca roja
por el examinador. Cuando toda la superficie del sensor
contacta con la cornea iniciar la medida.

Apretar el boton rojo de medida. Se volveran a encender las
dos luces o LEDs, al acabar de medir permanecera
encendida solo una, verde si la medida es correcta y rojo
en el caso de que haya un error en la medida.

Comprobar que las luces de control tras la estabilizacion se
queda el color verde. Sino repetir el proceso.
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Los datos quedaran almacenados para un posterior
analisis. Estos datos se almacenan de forma automatica
registrandose el dia y la hora de realizacién. El
dispositivo puede llegar a almacenar 2000 datos sin
necesidad de volcarlos a un PC.

5.- PROTOCOLO. Completar la Hoja de Protocolo CORBI.
Es fundamental anotar en las hojas la fecha, hora y
numero de medidas totales.

6.- ANALISIS DE DATOS. Los datos se volcaran
posteriormente a un PC que con el software CORBI
permitira analizar los resultados. En el moédulo A
parpadeara una luz verde que indica que hay conexion
al PC.

NO UTILIZAR ESTE EQUIPO EN CASO DE:

¢ Infeccién, inflamacion o enfermedad de la camara anterior y la superficie anterior de
ojo (conjuntiva, cornea y anejos oculares) tales como defectos epiteliales recurrentes,
queratocono, conjuntivitis papilar gigante, blefaritis (activa de grado 2 o mas) u ojo
seco severo.

e Sujetos que presenten cualquier tipo de complicacion tras una cirugia
Intraocular reciente.

¢ Enfermedades sistémicas como diabetes, artritis e hiper o hipotiroidismo y
sindromes de ojo seco.

e Cualquier otra patologia ocular o sistémica que contraindique el uso de lentes de
contacto o la cirugia intraocular.

e Embarazo.

e Alergias oculares.

csiIC

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)

Instituto de Microelectrénica de Barcelona (IMB-CNM)
Campus Universidad Auténoma de Barcelona

08193 Bellaterra Barcelona - Espafia
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Inocuidad del sensor flexible R5868-02 en experimentales realizados en conejos de

experimentacion

Introduccion

Dentro del marco del proyecto “Desarrollo de un nuevo método de diagndstico no
invasivo de la cdrnea basado en medidas de bioimpedancia usando micro-nano
tecnologias”, se han realizado numeros experimentos invivo para determinar y
mejorar, en funcién de los resultados, las caracteristicas del sensor flexible R5868-02.
Uno de los objetivos principales de estos trabajos ha sido, entre muchos otros,

determinar la seguridad del mismo al realizar mediciones invivo en cérnea de conejo.

Cabe destacar que todos los procedimientos que implicasen el uso de animales de
experimentacién en este proyecto, han sido previamente evaluados y aprobados por
el Comité Etico en Experimentacion y Bienestar Animal (CEEBA) de la Universidad de

Valladolid.

Las imdagenes que a continuacidon se muestran
han sido recogidas como representacién de un
alto porcentaje de animales que recibieron
solamente la instilacion de suero salino
fisioldgico inocuo, seguido de la aplicacion del

sensor de impedancia. Por un lado, se

muestran las imagenes tomadas durante las
observaciones con lampara de hendidura (Kowa SL-15®, Kowa; Disseldorf, Alemania)
bajo la iluminacién azul cobalto, necesaria para evidenciar la tincidn fluoresceinica en
aquellos casos en los que el epitelio corneal se encontrase ausente. Por otro lado, se
muestran las imagenes correspondientes a la cornea del mismo animal postmortem,

procesadas para microscopia optica o microscopia electrdnica de barrido.

En todas ellas, puede observarse la inocuidad del sensor en el momento de su
aplicacion, al no existir tincion fluoresceinica en ningln caso, ni lesién microscépica

corneal representativa.



Imagenes representativas

Sujeto 1:

Imégenes correlativas (fluoresceina y microscopia éptica) de la cérnea de un mismo individuo. No se observan
cambios patoldgicos debidos a la aplicacién del sensor en ninguna de las dos imagenes.

Sujeto 2:

Imégenes correlativas (fluoresceina y microscopia electrénica) de la cérnea de un mismo individuo en la que no se
observan cambios patoldgicos después de efectuar las mediciones de impedancia.

Sujeto 3:

Imdgenes correlativas (fluoresceina y microscopia electrdénica) de la cérnea de un mismo individuo. No se observan
cambios patoldgicos tanto a nivel macroscopico como microscopico.



Sujeto 4:

Imégenes correlativas (fluoresceina y microscopia electrdnica) de la cérnea de un mismo individuo en la que no se
observan cambios patoldgicos después de efectuar las mediciones de impedancia.

Sujeto 5:

Imégenes correlativas (fluoresceina y microscopia éptica) de la cérnea de un mismo individuo. No se observan
cambios patoldgicos debidos a la aplicacidn del sensor en ninguna de las dos imagenes.
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Hoja de informacion para el sujeto para el estudio “Evaluacion de Ila
sensibilidad del dispositivo de medida de la bioimpedancia corneal (dispositivo
CORBI)”
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HOJA DE INFORMACION PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION CLINICA
TITULADO “EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DEL DISPOSITIVO DE MEDIDA DE LA
BIOIMPEDANCIA CORNEAL”

En la practica clinica diaria en el campo de la optometria, oftalmologia y contactologia se
utilizan diferentes técnicas para la evaluacién del estado de la cdornea de los pacientes.
Actualmente uno de los retos de la biomedicina es conseguir utilizar técnicas de evaluacion
diagndstica no invasiva, lo que siempre supone un gran avance y mejora de la calidad de la
atencion al paciente en las consultas, en este caso de optometria, oftalmologia vy
contactologia.

A lo largo de los ultimos afios se ha desarrollado con éxito una técnica de diagndstico no
invasivo basada en la medida de la bioimpedancia de los tejidos, formando parte a dia de hoy
de las consultas de cardiologia, urologia, unidades de trasplante de érganos, etc. entre otros.
Desde hace unos meses se ha conseguido ademas desarrollar un terminal que pueda servir
para su aplicacién en el ojo humano, y de este modo poder obtener los datos de la
bioimpedancia del mismo, consiguiendo una nueva técnica de evaluacidon diagndstica no
invasiva para las consultas de optometria, oftalmologia y contactologia.

Esta novedosa técnica se ha empleado ya con éxito en ojos de conejos, siendo ahora preciso
comprobar la seguridad y la validez de este método en ojos humanos, y éste es el propdsito de
presente investigacion clinica.

La aplicacion del terminal del dispositivo que mide la bioimpedancia en el ojo puede provocar
molestias y efectos secundarios. Entre estos efectos destacan reacciones de inflamacion de la
cornea o de la conjuntiva, uUlceras y mas gravemente y excepcional es el caso de infeccién
corneal, si bien es muy improbable que estas puedan aparecer en un grado significativo. Pero
en el caso hipotético de que Ud. presentara alguna complicacion ésta seria tratada en el IOBA
segun los protocolos clinicos adecuados.

Para conseguir los objetivos del estudio es necesario que Ud. siga las pautas establecidas por
su optometrista (en el caso de usuarios de lentes de contacto) o por su oftalmdlogo (en el caso
de pacientes que vayan a ser sometidos a cirugia intraocular). La medida de la bioimpedancia
se incluira en las pruebas de rutina que se realizan en la exploracidon
optométrica/oftalmoldgica, no afectando en ningin momento en ningln aspecto a su vida
cotidiana.

En cualquier momento podra abandonar el estudio, con o sin motivo, sin necesidad de dar
ningun tipo de explicacién y sin que esto repercuta en el nivel de calidad asistencial que el
IOBA le dispensard en el momento actual y futuro.

Si quiere efectuarnos alguna duda o pregunta no dude en consultar con cualquier miembro del
equipo.

Muchas gracias por su colaboracion.

Dr. Miguel Maldonado y Dr. Raul Martin

Responsables del proyecto
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Anexo V

Consentimiento informado para el estudio “Evaluacion de la sensibilidad del
dispositivo de medida de la bioimpedancia corneal (dispositivo CORBI)”



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”



Consentimiento informado para el estudio “Evaluacién de la sensibilidad del dispositivo de
medida de la bioimpedancia corneal”.

D/Dfa con DNI edad
anos, con domicilio en provincia de
manifiesto que he sido informado/a por sobre los

siguientes aspectos en cuanto a mi participacion en el estudio arriba mencionado.

1. He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

2. Mi participacion en este estudio es de forma voluntaria.

3. Acepto que se me realicen las exploraciones oftalmolégicas y optométricas
necesarias para el desarrollo del estudio.

4. Conozco y asumo los efectos secundarios que se puedan derivar de este estudio
y que me han explicado los investigadores.

5. He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacion
sobre el estudio.

6. He hablado con el equipo investigador abajo firmante.

Por lo que declaro que todas mis dudas y preguntas han sido aclaradas, que he comprendido
gue mi participacién es voluntaria y que comprendo que puedo retirarme del estudio cuando
quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos. Por
ello doy mi consentimiento para participar en el estudio.

En Valladolid, a......cccceeeeeeccd€uiiceee e de 2011

Firma del paciente Firma del Testigo Firma del Investigador

Estoy de acuerdo en que mis datos personales relativos a este trabajo sean almacenados,
procesados electrénicamente y transmitidos, con propdsitos de analisis de los datos derivados
de este estudio. Doy mi consentimiento para que el personal autorizado del IOBA o las
autoridades sanitarias revisen que el estudio se esta llevando a cabo de manera correcta e
inspeccionen mi historial referente a mi colaboracién en el mismo.

Asi mismo autorizo a mi investigador a que revele la informacién necesaria recogida en el
estudio para que pueda ser procesada, sin que se revele mi identidad.

Fecha
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Anexo VI

Hoja de informacion para el sujeto para el estudio “Estudio IV. Asimetria del
espesor corneal. Porte de LC a medio plazo”



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”



reoyioba UL

Instituto Universitario de

Hoja de informacion para el sujeto st tavrsaioso

El uso de lentes de contacto para corregir defectos de refraccion es un método seguro,
comodo y muy extendido en todo el mundo, calculandose que mas de 40 millones de personas
utilizan lentes de contacto todos los dias. Durante el afio 2010, el 91% de las lentes de
contacto que se adaptaron en Espana fueron lentes de contacto hidrofilicas (también
conocidas como lentes de contacto blandas). Su seguridad ha sido probada en numerosos
estudios que las coloca a la cabeza como primera elecciéon para la adaptacién de lentes de
contacto.

Es conocido que el uso de lentes de contacto afecta de diferente manera a la fisiologia de la
cornea dependiendo de cada persona y del tipo de lente de contacto. Ese efecto se puede
medir con diferentes técnicas que son utilizadas en las consultas de Optometria vy
Oftalmologia. Sin embargo, se han propuesto nuevos equipos utiles para la medida no invasiva
de diferentes caracteristicas de la cérnea que apenas se emplean en la practica habitual. Entre
estas técnicas destacan nuevos equipos de microscopia especular que permiten captar una
fotografia del endotelio (capa de células de la cérnea mds interna), la tomografia de
coherencia éptica (OCT) que permite una visualizacidn transversal de la cdrnea y la topografia
de elevacién (Orbscan) y Scheimpflug (Pentacam) que permiten estudiar los cambios en la
topografia de las caras anterior y posterior de la cdrnea. Todas son técnicas no invasivas, sin
efectos secundarios y seguras para la exploracién ocular.

El propdsito de este estudio es el de valorar el uso de las técnicas no invasivas de imagen
anteriormente mencionadas para medir las variaciones que provocan el uso de lentes de
contacto sobre las diferentes capas de la cérnea y con ello mejorar las técnicas de adaptacion
de lentes de contacto.

Las lentes de contacto se utilizaran durante un breve periodo de tiempo (40 minutos), tras el
cual serdn retiradas. La superficie ocular y la cérnea seran evaluadas mediante SP-3000p, 3D-
OCT, Orbscan Il y Pentacam para valorar la capacidad de estos aparatos de detectar los
cambios tempranos provocados por el uso de lentes de contacto. También se emplearan las
pruebas habituales para la exploracién y adaptacién de lentes de contacto, garantizando la
seguridad de sus ojos.

Las posibles complicaciones de este estudio pueden ser las mismas que se derivan del uso de
lentes de contacto como queratitis, conjuntivitis, Ulceras y mas grave y excepcionalmente el
caso de infeccidon corneal, si bien es muy improbable que estas puedan aparecer en grado
significativo. Pero, en el caso hipotético de que Ud. presentara alguna complicacién ésta sera
tratada en el IOBA segun los protocolos clinicos adecuados.

Si quiere consultarnos alguna duda o pregunta no dude en consultar con cualquier miembro
del equipo.Muchas gracias por su colaboracién.

Raul Martin Herranz
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Anexo VII

Consentimiento informado para el estudio “Estudio 1V. Asimetria del espesor
corneal. Porte de LC a medio plazo”



Tesis Doctoral
“Cambios en la fisiologia y morfologia corneal inducidos por el porte de lentes de contacto”



reyioba UL

Instituto Universitario de

Consentimiento informado s e e

para el estudio “Aplicacion de la microscopia especular para evaluar la respuesta inmediata del

endotelio corneal al uso de lentes de contacto”

D/Dfia con DNI y
afios de edad residente en provincia
de manifiesto que he sido informado/a por

sobre los siguientes aspectos en cuanto a

mi participacion en el estudio arriba mencionado.

1. He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.

2. Mi participacién en este estudio es de forma voluntaria.

3. Acepto que se me realicen las exploraciones oftalmolégicas y optométricas
necesarias para el desarrollo del estudio.

4. Conozco y asumo los efectos secundarios que se puedan derivar de este estudio
y que me han explicado los investigadores.

5. He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacion
sobre el estudio.

6. He hablado con el equipo investigador abajo firmante.

Por lo que declaro que todas mis dudas y preguntas han sido aclaradas, que he comprendido
gue mi participacién es voluntaria y que comprendo que puedo retirarme del estudio cuando
quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos. Por
ello doy mi consentimiento para participar en el estudio.

En Valladolid, a de de 2011

Firma del sujeto Firma del Testigo Firma del Investigador

Estoy de acuerdo en que mis datos personales relativos a este trabajo sean almacenados,
procesados electronicamente y transmitidos, con propdsitos de andlisis de los datos derivados
de este estudio. Doy mi consentimiento para que el personal autorizado del I0OBA o las
autoridades sanitarias revisen que el estudio se esta llevando a cabo de manera correcta e
inspeccionen mi historial referente a mi colaboracién en el mismo.

Asi mismo autorizo a mi investigador a que revele la informacidn necesaria recogida en el
estudio para que pueda ser procesada, sin que se revele mi identidad.

Fecha
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