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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. INTRODUCCION

La tanica fibrosa externa del ojo comprende la esclerdtica y la cornea. El limbo sirve
como zona de transicion entre la cornea (anterior) y la esclerdtica (posterior). La cornea,
situada en la parte anterior del globo ocular y de naturaleza transparente, facilita el paso
de la luz al interior del ojo, permitiendo asi la visiéon. En los mamiferos, la cérnea
comprende el epitelio corneal externo, el estroma corneal e, internamente, la membrana

y el endotelio de Descemet (MAGGS, 2009).

La ulceracion corneal ocurre cuando se rompe el epitelio corneal, exponiendo el
estroma subyacente. Es una de las enfermedades oculares mas prevalentes en
oftalmologia veterinaria y es particularmente comun en conejos, como sefialan algunos
autores (ANDREW, 2002; MAGGS, 2009). La enfermedad se clasifica como una de las
queratopatias inflamatorias, que pueden manifestarse como ulcerativas o no ulcerativas.
Los signos clinicos, los posibles tratamientos y el pronostico pueden variar segin la
profundidad del defecto. Es importante sefialar que la profundidad no es el tnico factor
que afecta la curacion; la contaminacidon bacteriana o fingica también puede afectar

negativamente al tratamiento (MAGGS, 2009).

En las ulceras superficiales, la ausencia de infeccion, la eliminacion de la causa
original y el tratamiento topico suelen ser suficientes para resolver la afeccion (MAGGS,

2009).

En casos de tlceras mas profundas complicadas por afectacion bacteriana o fungica,
su resolucion puede requerir cirugia corneal y la aplicacion de biomateriales (XIE, 2018;
GOGOVA, 2020). Algunos ejemplos de dichos materiales incluyen el trasplante de
células madre, el uso de membranas poliméricas, mucosa oral, membrana amnidtica y

vejiga porcina, entre otros (SORSBY, 1947; ARORA, 2005; LO, 2013).

Se ha demostrado que la membrana amnidtica es un material biologico eficaz para
restaurar las superficies conjuntivales y corneales en pacientes humanos y veterinarios
cuando se utiliza como material de injerto (TEJWANI, 2007; ROSEN, 2018; COSTA,
2019). En trasplante (CHE, 2019; DRAGUNOVA, 2019), se puede emplear de forma

independiente o en conjunto con otros tejidos, como el cordon umbilical. Ademas, se
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aplica en forma de colirio para facilitar la reepitelizacién corneal arrojando resultados

satisfactorios (TIGHE, 2017; MURRIS, 2018).

El amnios posee varias propiedades ventajosas, incluidas sus propiedades
antifibroticas, antiangiogénicas, antiproteasas y antiinflamatorias. Estas propiedades
contribuyen a la reduccion de la infiltracion de neutrofilos, la peroxidacion lipidica y la
muerte de los queratocitos, previniendo asi la formacion de simbléfaron y disminuyendo

la inflamacion estromal (TAMHANE, 2005; TANDON, 2011; LO, 2013).

Diversos estudios han empleado pruebas avanzadas de diagnostico por imagen para
adquirir la informacidén mads precisa y exacta sobre la condicion ocular de un individuo.
La tomografia de coherencia optica (OCT) puede proporcionar imagenes transversales o
tomograficas del ojo con resoluciéon micrométrica. La OCT del segmento anterior (AS-
OCT) se utiliza para diagnosticar enfermedades o anomalias de la cornea, como distrofias
0 cuerpos extrafos, y su reparacion tras cirugias oculares especificas, entre otras
aplicaciones (ARMARNIK, 2019; KUO, 2019; WANG, 2019). Ademas, los estudios han
demostrado su eficacia para ayudar en la cirugia corneal e intraocular, particularmente

para determinar la dimension de una biopsia corneal (SCHMIDT, 2019; SHAN, 2019).

Asimismo, la histopatologia sirve como una herramienta valiosa para examinar la
morfologia: analizar sus indicadores puede arrojar luz sobre los mecanismos de curacion
al proporcionar evidencia morfoldgica del proceso de reparacion en las tilceras corneales,
al mismo tiempo que mide el grado de inflamacién y fibrosis (RAGHUNATHAN, 2017;
JIE, 2018).

1.2. OBJETIVOS

El proposito de este estudio fue examinar el proceso de curacion de la cornea mediante
la induccion intencionada de un defecto estromal controlado utilizando la membrana
amniodtica. Esta investigacion tiene como objetivo validar la aplicacion de la membrana
como un tratamiento viable en oftalmologia clinica de rutina y encontrar un método fiable

para evaluar el proceso reparativo.

Para evaluar el procedimiento se evaluaron signos clinicos, mediciones de OCT e

histopatologia en diferentes etapas del proceso de recuperacion. Se hicieron
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comparaciones entre la membrana amnidtica colocada sobre el lado estromal o epitelial

del defecto y el ojo de control, donde no se aplicé ninguna membrana.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La cornea es una porcion de la tinica fibrosa externa del ojo. Esta tinica esta

formada por la cornea anteriormente y la esclera en la porcion posterior.

La coérnea es una estructura especializada en la vision, es transparente y posee
importantes funciones refractivas y de barrera. El epitelio es la principal barrera para
fluidos y patogenos; estd soportado posteriormente por la membrana basal y la capa de
Bowman (capa que no esta presente en todas las especies de vertebrados). Contribuye a

mantener la deshidratacion del estroma.

El estroma ocupa la mayor parte del volumen corneal, proporciona soporte y

claridad y ayuda al mantenimiento de la inmunidad ocular.

La cornea posterior esta compuesta por la membrana de Descemet y el endotelio.
Su funcion principal es la deshidratacion del estroma, lo que consigue gracias a las

uniones estrechas entre sus células y las bombas endoteliales (EGHRARI, 2015).

2.1. EMBRIOLOGIA

Aunque el desarrollo embriolégico del ojo de los mamiferos, primates y no
primates es muy similar, existen variaciones en algunas estructuras, tales como presencia
o no de membrana nictitante, y la pérdida de la fovea en las especies no primates (VAN

CRUCHTEN, 2017).

Ademés, existen diferencias referidas al momento de la gestacion en la que se
produce su desarrollo: En humanos, el desarrollo de las tiinicas oculares se completa hacia
el final de la primera mitad de la gestacion, mientras que, en el conejo, es en este momento

cuando se presenta la etapa inicial de las mismas (ABDO, 2017).

Tradicionalmente se ha entendido el origen de la cornea de la siguiente forma: el
origen del epitelio corneal, del conjuntival y el de los parpados tiene su origen en el
ectodermo superficial, mientras el estroma y el endotelio se originan del mesodermo

paraxial (SEVEL, 1988).
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Mas recientemente, el desarrollo de la cornea en vertebrados puede definirse como
un proceso de varios pasos, que involucra interacciones celulares entre tejidos derivados
del ectodermo (LWIGALE, 2015). Estas interacciones entre las vesiculas dpticas ocurren
de manera bilateral y se derivan del ectodermo neural y el ectodermo craneal, para dar
lugar al futuro epitelio corneal, asi como otros epitelios de la superficie ocular

(conjuntival y del limbo esclerocorneal).

Las interacciones entre el tubo neural y el ectodermo adyacente dan lugar a las
células de la cresta neural, que posee una poblacion celular altamente migratoria y
multipotente. Estas células migran, entre el cristalino y el futuro epitelio corneal, para
formar el endotelio y los queratocitos del estroma. Los nervios sensoriales que inervan el
estroma y epitelio corneal se originan a partir del ganglio del trigémino, derivado de la

cresta neural y el ectodermo (LWIGALE, 2015).

En el estroma, los queratoblastos proliferan y sintetizan altos niveles de
hialuronato para formar el estroma corneal embrionario. Los queratoblastos se
diferencian de los queratocitos en que sintetizan altos niveles de coldgeno y queratin
sulfato que reemplazaran esta capa, rica en agua, por un coladgeno fibrilar densamente

empaquetado observado en corneas adultas transparentes (HASSELL, 2010).

Las células madre corneales se encuentran en el limbo esclerocorneal y en la capa
basal del epitelio corneal y se encuentran aun durante la etapa adulta de los individuos.
Existen diversos estudios sobre su localizacién exacta, los métodos de cultivo y sus
caracteristicas estructurales, la mayoria de ellos realizados en la década de los 2000.

(SAMOILA, 2012)

Durante el desarrollo temprano de la cornea, la tinica vasculosa lentis desempefia
un papel importante: La cdmara anterior se mantiene gracias a un trasudado de estos
vasos, que llegan desde la copa Optica, rodeando el ecuador del cristalino. Con la
regresion de este sistema vascular se desarrolla simultdneamente el humor acuoso: el
conjunto de estas fuerzas hidrodindmicas, contribuyen a que se moldee la cornea y a que

las fibras del estroma aumenten en longitud y anchura (SEVEL, 1988).

El ojo del conejo de Nueva Zelanda tiene un desarrollo similar al ojo de los
humanos y al del resto de los animales domésticos. La principal diferencia se encuentra,

como ya se ha comentado, en el momento en el que ocurren determinados eventos, asi

10
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como en la ausencia de pigmentacion, lo que representa un beneficio destacable en su uso
como animal experimental en cirugia ocular. Otras diferencias son una membrana de
Bowman notable en el dia 25 de la gestacion, un pobre desarrollo del estroma ciliar y una

retina poco desarrollada hasta el dia 9 postnatal (ABDO, 2017).

Hay estudios que demuestran que el crecimiento postnatal del ojo del conejo se
produce en dos picos: el primero se produce entre los dias 1-7 y el segundo entre los dias
14-28. El incremento del eje axial es de un 230% entre los dias 1 y 56 postnatales. La
apertura de los parpados ocurre entre los dias 9-11 postnatales, los resultados de este
estudio sugieren que esto precede a un aumento Unico en la tasa de crecimiento ocular.
Ademas, los procesos visuales pueden jugar un papel importante en la modulacion del

crecimiento entre los dias 14 y 28. (BARATHI, 2002)

2.2. ANATOMIA

La cornea humana es horizontalmente oval, mide entre 11-12mm en su eje
horizontal y entre 9-11mm en el vertical. El didmetro corneal promedio en hombres es de

11.71 £ 0.42mm y de 11.77 £ 0.47 en mujeres (RUFER, 2005).

Segtn un estudio, realizado por FARES en el 2012 en cérneas sanas, la cornea es
una estructura convexa y esférica, en la que la curvatura anterior es de 7.8mm y la
posterior de 6.5mm. Ademas, se detectd un aumento gradual en el grosor desde la cérnea
central hasta la periferia de esta, debido al aumento de la cantidad de coldgeno que existe

en el estroma periféricamente.

FEIZI en el afio 2014 realiz6 un estudio de paquimetria con diferentes métodos de
evaluacion, en corneas sanas y con queratocono, y determinoé que la medida de la cornea

central varia entre 551 y 5651 y en la periferia entre 612 y 640 p.

La cornea humana esta formada, desde el exterior al interior del globo ocular, por
diversas capas: externamente, cuenta con un epitelio estratificado que presenta una
membrana basal. La membrana de Bowman es una delgada membrana que separa el
epitelio de la siguiente capa, que es el estroma, en el que se encuentra una densa poblacion
de queratocitos. Mas profundamente, se sitia la membrana de Descemet, que separa el
estroma de la capa maés interna de la cornea, el endotelio, que es monocelular y que

internamente estd en contacto con el humor acuoso (LEUENBERGER, 1978).

11
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Capas de la cornea. Imagen obtenida en SRIDHAR. 2018. Anatomy of cornea and ocular
Surface. Indian J Ophthalmol, 66:190-4.

A pesar de que esta sea la manera clésica de entender la estructura por capas de la
cornea humana, en 2013 DUA y colaboradores apuntaron la existencia de una nueva capa
predescemética, a la que denominaron como la “capa de Dua”. Esta capa es acelular,
firme y bien definida, y separa la ltima capa de queratocitos en la mayoria de los casos,
en los que se realiza la técnica de la “Big Bubble”. Este descubrimiento, puede tener un
gran impacto en la cirugia de la porcién posterior de la cornea, explicando el mecanismo
de patologias como el hidrops agudo y las distrofias desceméticas y predesceméticas

(DUA, 2013)

Los animales domésticos, y los que se utilizan como modelo experimental para
cirugia y tratamientos corneales, presentan una estructura similar a la cornea humana. A
pesar de que algunos autores no encontraran excesivas diferencias (GREENE. 2018),
NAUTSCHER (2016), determin6 que, en los animales domésticos, no se detecta la capa
de Bowman, tras constatar, con el uso de la reaccion de PAS, la inexistencia de tincion
para esta capa. Ademas, detectd otras diferencias inmunohistoquimicas entre las
diferentes especies estudiadas, como la localizaciéon y distribucion de citoquinas y
aquaponinas en las diferentes capas de la cornea, lo que sugiere la existencia de
importantes diferencias en el mantenimiento de la integridad estructural y del balance de

los fluidos, segtin la especie estudiada.

CRESPO-MORAL, en el 2020 lo corrobord con un estudio inmunohistoquimico

e histologico en la cérnea del cerdo.

12
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La cornea esta inervada por la rama nasosociliar del nervio oftdlmico, primera
division del nervio trigémino, y esta considerada uno de los tejidos mas inervados y con

mayor sensibilidad del cuerpo (SIDHRAR, 2018).

En el afio 2001, OLIVEIRA-SOTO y colaboradores, realizaron un estudio sobre
la morfologia de los nervios de la cornea utilizando la técnica de microscopia confocal,
determinando que las ramas nerviosas, que entran en el estroma, son gruesas y rectas y se
extienden lateral y anteriormente, para dar lugar a fibras nerviosas mas delgadas que se
distribuyen en diferentes niveles. Estas fibras perforan la capa de Bowman y forman un
plexo nervioso denso, situado inmediatamente debajo de la capa basal de las células
epiteliales, formado por fibras nerviosas tortuosas y delgadas interconectadas entre si. La

cornea ademas posee fibras nerviosas autonomas.

Otra de las caracteristicas resaltables de la cornea, es que es un tejido avascular:
Los nutrientes le llegan fundamentalmente gracias al humor acuoso, aunque la pelicula

lacrimal también juega un papel importante en su nutricion.

El suministro sanguineo que llega a la periferia de la cornea es por pequefios vasos
que se localizan en el borde exterior de la misma y por las ramas finales de las arterias

faciales y oftalmicas (SIDHRAR, 2018).

Existen numerosos estudios acerca de la anatomia de la cornea del conejo, ésta
ocupa aproximadamente el 30% del globo ocular, (DONELLY, 1997), y sus medidas son
de 15mm horizontalmente y 14mm verticalmente (PEIFFER, 1994).

Igual que otras especies, en el conejo, la cornea tiene cuatro capas: epitelio,
estroma, membrana de Descemet y endotelio (ANDREW, 2002), ademas, presenta
caracteristicas y funciones muy similares a las del resto de los vertebrados. Diversos
estudios demuestran que, a diferencia de otras especies, el endotelio corneal del conejo
posee capacidad regenerativa que incluye la de division celular en el margen de la herida

(HORN, 1977), capacidad que se ve reducida con la edad (STAATZ, 1980).

2.2.1. EPITELIO CORNEAL

El epitelio corneal es la capa mas externa del globo ocular. En condiciones
normales, esta capa actlia como una barrera permeable selectiva, que asegura la entrada
de nutrientes necesarios para el correcto metabolismo, gracias a una relacion simbiotica

con la pelicula lacrimal, en especial con la capa de mucina que produce las células
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caliciformes de la conjuntiva (SIDHRAR, 2018). Ademas, previene la entrada de cuerpos
extrafios o microorganismos causantes de enfermedades. Numerosos estudios clinicos y
experimentales demuestran que, la disfuncion de esta barrera epitelial puede ser la base

de muchas enfermedades oculares (LIU, 2016).

El epitelio corneal mide unas 50u de grosor, es homogéneo de tipo “escamoso
estratificado no queratinizado”, y estd compuesto por 5-7 capas celulares. Las células
epiteliales tienen un promedio de vida de 7-10 dias, y se renuevan por involucion,

apoptosis y descamacion (SIDHRAR, 2018).

En esta capa de la cornea se encuentran tres tipos de células: las superficiales, las

aladas y las basales.

Las células superficiales se distribuyen en 2-3 capas. Son células poligonales
planas, con un tamafio 60p aproximadamente y con un nucleo de unas 12; el area celular
es de aproximadamente 2.5 p? y el del niicleo de 1.31p2. La ratio niicleo-citoplasma es
relativamente baja. Estas células estan unidas gracias a los desmosomas. Estos resultados,
hallados en un estudio con microscopio electrénico, fueron muy similares en diversas
zonas de la cornea. Ademas, indican que, el fenotipo escamoso de las células epiteliales
corneales superficiales, muestran una semejanza notable con los datos obtenidos de
estudios citologicos de impresion en células epiteliales conjuntivales humanas, que

muestran metaplasia escamosa severa (DOUGHTY, 2015).

Las células aladas reciben este nombre por la forma que presentan, ocupan 2-3
capas y presentan queratina, tonofilamentos bien evidentes y pequefas vesiculas

periféricas o grandes vesiculas paranucleares. (PASQUALE, 2014)

Las células basales estan localizadas en una unica capa en el epitelio. Su altura es
de 20u aproximadamente, son de morfologia cuboidal o columnar y se encuentran
situadas en la parte inferior de las células epiteliales. Su citoplasma contiene queratina,
que es muy importante para la formacion y mantenimiento de la membrana basal. Algunas

enfermedades, como la diabetes, o la cirugia ocular pueden estar relacionadas con la

anormalidad de las células basales (QU, 2016).

Los desmosomas se encuentran a lo largo de las membranas laterales de las células

epiteliales, para adherirlas unas a otras. Las células basales estan unidas a la membrana
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basal que se encuentra situada debajo de ellas, mediante hemidesmosomas: este sistema
evita que el epitelio se separe de las capas subyacentes. Si este proceso falla, se producen

erosiones corneales y defectos de cicatrizacion (GIPSON, 1992).

Las uniones estrechas se presentan exclusivamente en la pared lateral de las
células apicales del epitelio, lo que proporciona una barrera de permeabilidad entre las
células mas superficiales (FARES, 2012), lo que permite la difusion de pequefias

moléculas a través de canales permeables (TANAKA, 1983).

Inmediatamente debajo de las células basales, se encurntra la membrana basal.
Esta l[dmina tiene un espesor de unos 40-60 nm, estd compuesta por colageno tipo IV, y
en ella se distinguen una ldmina lucida y una ldmina densa. Desde el epitelio, se
desprenden las fibrillas de anclaje, que atraviesan la membrana basal y acaban como
placas de anclaje, estructuras compuestas por distintos tipos de coldgeno (SRIDHAR,
2018) que desempeiian un papel extremadamente importante en la renovacion y
restauracion epitelial. Se ha descrito que muchas anormalidades y enfermedades oculares
estan relacionadas con alteraciones de esta membrana, como la erosion corneal recurrente

traumatica, la distrofia corneal y el queratocono (QU, 2016).

En toda la superficie de la cornea, no se encuentran los mismos tipos celulares,
distribuidos de la misma forma: mientras que, en la zona central el epitelio tiene entre 5
y 7 capas, en la periferia se encuentran entre 7 y 10. En el centro, las células basales son
columnares mientras que en la periferia son cuboidales. En la zona central no hay
melanocitos ni células de Langerhans, lo que si ocurre en la periferia, donde son
extensiones de la capa basal. Ademas, la membrana basal en la zona central es lisa, con
queratan sulfato y no hay linfaticos, mientras que en la periferia esta capa no presenta

queratan sulftato (SIDHRAR, 2018).

Diagrama que representa los complejos de union del epitelio corneal. Imagen obtenida en
SRIDHAR. 2018. Anatomy of cornea and ocular Surface. Indian J Ophthalmol, 66:190-4.
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AZAR en un estudio de 1989 sobre la ultraestructura de la membrana basal,
demostrd que, en el limbo humano, el porcentaje de membrana basal ocupada por
hemidemosomas era significativamente menor que en la zona central de la misma. Esto
también ocurre en conejos. En los que, ademads, se puso en evidencia que el area de la
membrana basal fue menor en la region limbal. Asi mismo, este estudio demostro que, la
localizacion del colageno de las fibrillas de anclaje de la membrana basal presentaba un
patron mas complicado que en el limbo. Tras analizar, con microscopia electronica de
barrido la topografia de la superficie de la membrana basal de la cornea central y limbal
humana, encontraron que esta ultima presentaba una superficie ondulada muy rugosa con
papilas o clavijas de estroma que se extienden hacia la superficie corneal, caracteristica
que no se encuentran en la cornea central; comparativamente, la cornea del conejo, esta
especie no mostro tales papilas, pero si hendiduras ocasionales en el estroma (GIPSON,

1989).

Como ultima capa del epitelio corneal, encontramos la membrana de Bowman,
que, como resaltamos previamente, no esta presente en todas las especies de vertebrados
(NAUTSCHER, 2016). Esta membrana mide aproximadamentel2p y esta formada por
la condensacion de colageno, tipo I 'y V, y proteoglicanos. Se encuentra justo anterior al
estroma y no es una verdadera membrana, es un condensado acelular (de la porcion
inmediatamente anterior al estroma). Esta capa lisa y ayuda a la cornea a mantener su
forma. Cuando se lesiona, al no ser capaz de regenerarse, puede provocar una cicatriz

(SRIDHAR, 2018).

Aunque no tiene una funcion critica en la fisiologia corneal, la membrana de
Bowman puede ser considerada un indicador visible de interacciones entre el estroma y
el epitelio. Enfermedades como la queratopatia bullosa avanzada, pueden llegar a

produccion su destruccion (WILSON, 2000).

2.2.1.1. Biomecanica
En cuanto a la contribucion del epitelio a la biomecéanica corneal, ELSHEIKH y
colaboradores (2008) determinaron que la rigidez del epitelio era considerablemente mas
baja que la del estroma; mientras que YOO (2011) utilizando en este caso o0jos bovinos,
demostré que la rigidez del epitelio era mayor que la del estroma. Esta diferencia entre
los resultados de los dos estudios puede deberse a la diferencia del modelo animal

utilizado (MA, 2018).
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La membrana de Bowman no contribuye significativamente a la estabilidad
mecanica dentro de la cornea; sin embargo, la interrupcion de esta membrana se ha

asociado con ectasia corneal (KAAS-HANSEN, 1993; KREMER, 1995).

2.2.2. ESTROMA CORNEAL

El estroma corneal, forma la mayor parte de la estructura de la misma, ocupa
aproximadamente el 80-85% de su espesor. Esta porcion de la cornea tiene la
caracteristica de ser transparente, y como resultado de la organizacion de sus fibras y de

la matriz extracelular (SRIDHAR, 2018).

El estroma corneal tiene tres constituyentes no acuosos primarios: el colageno, los
proteoglicanos y las células. Ademas, contiene glicoproteinas especializadas. (LABAT-
ROBERT, 2012; WALL, 1988; COOPER, 2006) Otro de los componentes del estroma
son los iones, que cumplen un papel importante en la organizacion de las fibrillas

necesarias para el mantenimiento de la transparencia (KOSTYUK, 2002; REGINI, 2004)

El tipo de colageno encontrado, predominantemente en el estroma es el tipo I, que
forma parte de la composicion de las fibrillas, aunque también se encuentra Colageno tipo

VI y tipo XII (MEEK, 2004).

Las fibras de colageno forman paquetes paralelos llamados fibrillas dispuestos en
capas o laminas. El estroma del ojo humano contiene 200-250 laminas distintas, asi
mismo es posible observar que las fibras de cada capa estan dispuestas en angulo recto,

con respecto a las fibras de las laminas adyacentes.

La disposicion de las laminas dentro de la cornea contribuye a mantener la forma
general del tejido y a su trasparencia (HART, 1969). También es responsable de algunas

propiedades Opticas como la birrefringencia corneal (MEEK, 2003).

Estructura de las fibras de colageno. Imagen obtenida de 2015. Corneal structure and transparency.
Progress in Retinal and Eye Research 49:1-16.
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El tamafno medio de una microfibrilla es de 4-8 nm (BALDOCK, 2002). Las
fibrillas son los principales componentes de carga de las laminas y tienen que resistir las
fuerzas de traccion de la presion intraocular, asi como proteger los tejidos oculares
internos mientras que deben permanecer acortadas para permitir la transparencia del
tejido. Esto es debido a la ultraestructura del coldgeno, que presenta cadenas de
polipéptidos helicoidales levogiros, en una superhélice dextrogira. Dependiendo de la
especie (MEEK, 1993; HOLMES, 2005), se ha determinado que hay alrededor de entre

300 y 400 moléculas triples helicoidales dentro de la seccion transversal de una fibra.

Las laminas, poseen espesor variable: en humanos miden hasta 0.2mm de ancho
y 2u de espesor. La densidad de empaquetamiento es mayor en las laminas anteriores,

que en las posteriores (BERGMANSON, 2005).

Las Iaminas anteriores estan altamente entretejidas (RADNER, 1998) y la mayoria
parece insertarse en la capa de Bowman (MORISHIGE, 2006). Lo que también se detecta
en el estroma medio (RADNER-MALLINGER, 2002). Por el contrario, en el estroma
posterior las laminas estdn mas hidratadas y, se cree, menos entrelazadas: de esta manera
el estroma posterior puede hincharse con mayor facilidad que el anterior (MULLER,

2001).

Las capas mas profundas presentan una mayor organizacion que las superficiales.

(MULLER, 2001)

En el estroma profundo, estas ldminas de colageno tienen direcciones
preferentemente inferior-superior y nasal-temporal (MEEK, 1987; ABAHUSSIN, 2009;
KAMMA-LORGER, 2010). AGHAMOHAMMADZADEH en el 2004 en un estudio de
dispersion de Rayos X, sugiri6 la presencia de una red de laminas de colageno que entran
en la cornea cerca de las posiciones inferior, superior, nasal y temporal, originadas
probablemente en la esclerotica adyacente. Esta red es simétrica en ambos ojos (BOOTE,

2011).

Las fibras de colageno en la zona central, o prepupilar, parecen estar mas proximas
entre si que en la periferia corneal (BOOTE, 2003). Esta alta densidad del
empaquetamiento de coldgeno, que soporta una elevada tension parece ser necesaria para
mantener la resistencia y por tanto la curvatura en una region corneal de espesor reducido

(SRIDHAR, 2018).
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En la periferia de la cornea, el entrelazado de coldgeno, en combinacion con la
presencia de fibras elésticas puede explicar por qué esta region es mas flexible y absorbe
las fluctuaciones de la presion intraocular, evitando asi la deformacion de la cérnea

central, que es la Opticamente mas importante (BOYCE, 2008).

DUA vy colaboradores (2013) propusieron la existencia de una capa
predescemética (PDL), la capa de Dua, que no habia sido definida anteriormente. Estos
autores demostraron que esta capa esta intimamente relacionada con la malla trabecular
y que es rica en colageno tipo VI. Este hallazgo se obtuvo tras un estudio con diferentes
tipos de burbujas en el estroma corneal: aunque todavia no esta clara su diferenciacion
real, no se puede negar que, el aire inyectado en esta porcion del estroma se desplaza con
cierta facilidad a través de las ldminas de esta region de la cornea. Esto puede tener
importantes implicaciones en las técnicas quirurgicas en las que se utilizan las grandes

burbujas, o “Big Bubble” (MEEK, 2015).

Los queratocitos, son las células que estan presente en el estroma corneal: la
mayoria de ellas se encuentran en el estroma anterior y estdn involucradas en el
mantenimiento del entorno de la matriz extracelular, compuesta de coldgeno y
glicosaminoglicanos. Los queratocitos son capaces de sintetizar moléculas de coldgeno
y glicosaminoglicanos, creando también metaloproteinasas de matriz (MMP), todas ellas

importantes en el mantenimiento de la homeostasis del estroma (SRIDHAR, 2018).

VIRCHOW (1905) fue el primero en darse cuenta de que este gel interfibrilar era
de importancia capital para la transparencia corneal. MEYER (1948, 1953) avanz6 que
este gel, que ya era conocido por contener mucopolisacaridos, mantiene la transparencia
al regular su contenido de agua y descubrid que contiene dermatan sulfato, queratan

sulfato y condroitin sulfato.

A finales de la década de 1980, se dieron nombres especificos a los proteoglicanos
dependiendo de sus cadenas de glicosaminoglicanos y de la naturaleza de sus nucleos de
proteinas. El estroma humano adulto, contiene cuatro pequefios proteoglicanos ricos en
leucina: decorina, lumican, queratocdn y mimecan. El primero contiene sulfato de
dermatan y condroitin sulfato, mientras que los tres ultimos contienen queratan sulfato.
Otros dos proteoglicanos asociados con la cornea son el biglycan que contiene dermatan

sulfato y fibromodulina que contiene queratan sulfato. (MEEK, 2015).
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En la parte posterior del estroma predomina el queratan sulfato, que es un
proteoglicano hidrofilico, mientras que, en la parte anterior el mas frecuente es el

dermatan sulfato, que es mucho menos hidrofilico (SRIDHAR, 2018).

2.2.2.1. Biomecanica
El estroma es la capa corneal que mas contribuye al comportamiento mecanico de
la misma. La razoén mayoritaria es porque constituye aproximadamente el 90% del espesor
corneal (GUARNIERI, 2015). La cantidad relativa de fibras de coldgeno y matriz
extracelular estan relacionadas con las propiedades biomecanicas del estroma, incluida la

fuerza fisica, la forma y la transparencia. (BOOTE, 2003-2005; MAURICE, 1970).

Diversos estudios han demostrado que la porcion anterior de la cornea es 2.2-3

veces mas elastica que la porcion posterior (WINKLER, 2011; THOMASY, 2014).

MIKULA y colaboradores (2016) determinaron una distribuciéon tnica de la
elasticidad axial y radial de la cornea: el estroma anterior posee una estructura de
colageno altamente entretejida, en comparacion con la relativa homogeneidad el estroma
posterior; asimismo, determinaron que el moédulo eldstico anterior es menor que el
posterior en las regiones periféricas. Esto tiene una importancia notable en alteraciones
corneales como el queratocono, en el que se modifica la organizacion de las laminas del

estroma corneal (MEEK, 2005).

Diversos estudios han analizado la importancia de los proteoglicanos en las
interacciones con el coldgeno, el didmetro de fibrillas y la adhesion de las mismas. La
disminucion de la proporcion de fibrillas, asi como su ausencia puede estar presente en
determinadas enfermedades corneales, como la degeneracion marginal pelacida y la
distrofia corneal macular, asi como en la facilitacion del desarrollo de trastornos
ectasicos, por lo que se puede determinar que los proteoglicanos actian como un
pegamento interfibrilar, o interlamelar, crucial para la disposicion de las fibras de
colageno y el mantenimiento de una fuerza cohesiva entre las ldminas (QUANTOCK,

2010; PRAUS, 1971; FUNDERBURGH, 1990)

Con respecto a la nueva capa predescemética, o capa de Dua, aunque a priori se
planteaba la hipotesis de que su funcion principal es la de aportar rigidez a la cornea,
LOMBARDO (2017) no encontré un plano de separacion anatdmico distinto entre los

haces de fibrillas de colageno del estroma predescemético y las ldminas de colageno
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suprayacentes por lo que se consideran necesarios realizar mas estudios para cuantificar

la rigidez real de la misma.

2.2.3. MEMBRANA DE DESCEMET

La membrana de Descemet es la membrana basal del endotelio y se localiza entre
el estroma posterior y el endotelio (MAGGS, 2009). Su componente principal es el
colageno tipo IV y su grosor medio es de 7, aunque puede llegar a las 10u con el paso
de los afios (SRIDHAR, 2018), ya que es secretada de modo continuo por las células
endoteliales a lo largo de toda la vida (LEUENBERGER, 1978).

Una de las caracteristicas principales de esta membrana es su elasticidad
(SRIDHAR, 2018), aunque puede romperse cuando el globo ocular sufre un estiramiento
severo tras una buftalmia continuada en casos de glaucoma cronico o en lesiones

penetrantes (MAGGS, 2009).

Asimismo, se ha constatado que una gran cantidad de distrofias endoteliales
corneales presentan irregularidades en la membrana de Descemet, lo que sugiere que las
células crean respuestas a las sefiales biofisicas que ocurren en su matriz subyacente (ALI,

2016).

2.2.3.1. Biomecanica
Se ha demostrado que la capa de Bowman y la membrana de Descemet

representan el 20% de la rigidez a la flexion de la cornea (SHIH, 2017).

Aunque las fibras de colageno del estroma no se contintian con las de la membrana
de Descemet, FITCH (1990) determin6 que se adhieren firmemente a la superficie

posterior del estroma corneal, reflejando cualquier cambio en la forma del estroma.

2.2.4. ENDOTELIO CORNEAL

Las células que componen esta capa corneal son hexagonales y metabdlicamente
activas, aunque no se regeneran en los individuos adultos (RIO-CRISTOBAL, 2014).
Componen una monocapa, con apariencia de mosaico en forma de panal. Estas células

forman una capa impermeable al aire, en la que no se encuentran queratocitos.
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Capa de células endoteliales en microscopio especular. Imagen obtenida en SRIDHAR. 2018. Anatomy
of cornea and ocular Surface. Indian J Ophthalmol, 66:190-4.

Las células endoteliales alcanzan un grosor aproximado de 4 en la edad adulta.
Debido a su forma, las células adyacentes comparten una extensa zona que posee

interdigitaciones y uniones estrechas a lo largo de las mismas (SRIDHAR, 2018).

En los bordes laterales, estas células contienen una alta densidad de bombas Na+
K+ ATPasa que, junto a la via intracelular de la anhidrasa carbonica, conforman el

sistema de iones mas importante de la cornea (SRIDHAR, 2018).

Estas bombas mantienen el flujo de agua hacia el interior del globo ocular, el lado
del humor acuoso, contra un gradiente de presion y regula el movimiento de los
metabolitos. En el caso de que no funcionen correctamente, el estroma corneal se engrosa

debido a la hidratacion de los mucopolisacaridos (LEUENBERGER, 1978).

La superficie basal del endotelio contiene numerosos hemidesmosomas que

promueven la adhesion a la membrana de Descemet (SRIDHAR, 2018).

La densidad y las caracteristicas de las células endoteliales cambian a lo largo de
la vida. En la especie humana, entre la segunda y octava década la densidad celular
disminuye desde 3500 células/mm? a alrededor de 2600 células/mm?, las células

hexagonales disminuyen su tamafio entre un 75-60% (SRIDHAR, 2018).

En la zona central de la cornea normal, la densidad de las células endoteliales
disminuye un promedio aproximado de un 0.6% por afio, induciendo un aumento gradual

del polimegatismo y pleomorfismo (BOURNE, 1997).

Existen tres métodos disponibles para el estudio clinico de esta capa: el primero
es la medida del grosor corneal, ya que la difusion endotelial produce una inflamacion de

la cornea. Ademads, podemos evaluarla por la determinacion de la permeabilidad
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endotelial a la fluoresceina. Por ultimo, el endotelio puede fotografiarse, mediante
microscopia especular para realizar analisis morfométricos de la densidad y el tamaio

celular (MISHIMA, 1982).

Se ha demostrado que el endotelio corneal humano muestra muy poca actividad
proliferativa, y que un area dafiada del mismo es cubierta por la migracion de células de
areas circundantes. Asimismo, se ha demostrado que el endotelio dafiado pierde células a
un ritmo mayor que el normal de envejecimiento. Por otro lado, debe considerarse que la
disfuncion endotelial puede desarrollarse mucho afos después de la lesion inicial

(MISHIMA, 1982).

2.24.1. Biomecanica
Existen estudios realizados en ojos de animales, con resultados contradictorios:
YOO (2011) determind que, en ojos bovinos el endotelio, incluida la membrana de
Descemet poseia la elasticidad més alta de la cornea; por el contrario, THOMASY (2014),
en ojos de conejo, determiné que la elasticidad del endotelio era menor que la del estroma.
De lo anterior se deriva la necesidad de considerar la existencia de diferencias anatomicas,
en las diferentes especies, asi como la fortaleza y limitaciones de cada uno de los métodos

de estudio utilizados, para poder interpretar correctamente los datos (MA, 2018).

2.3. FUNCION

La cérnea tiene dos funciones principales: la primera es la de servir de barrera
contra agentes externos, como virus o bacterias, que podian alterar su estructura y
caracteristicas; la segunda es su funcion dptica o de refraccion de la luz en el interior del
globo ocular (LEUEMBERGER, 1978). De hecho, la cérnea es la superficie refractiva de
mayor potencia dptica del ojo: aproximadamente abarca el 70% de la refraccion total, con

un poder refractivo de 40-44D y un indice refractivo de 1.376 (FARES, 2012).

El epitelio corneal juega un papel activo en la determinacion del poder refractivo
de la cornea, siendo de 1.03D su media en la zona central, este valor no se mantiene en
toda la circunferencia, SIMON (1993) refiere que el epitelio no presenta un grosor
homogéneo sobre la capa de Bowman, y sugiere que es el propio epitelio el que intenta
minimizar estos cambios en la superficie. Los autores recomiendan que esto se tenga en

cuenta en cirugias refractivas, para predecir sus resultados.
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El rendimiento optico de la cornea se rige por las leyes de la refraccion,
especificamente la ley de Snell, esta ley dicta que cuando la luz incide en una superficie
curva, el angulo de la refraccion es proporcional a la diferencia en los indices de

refraccion (WINKLER, 2015).

leyde 7 _ senb,

Snell n, sen 91

La capacidad refractiva de la cornea ocurre gracias a su transparencia y a su

curvatura, pero, sobre todo gracias a la organizacion del coldgeno en su estroma.

La transparencia corneal es una capacidad especializada que se mantiene gracias
a la presencia de diferentes factores: ausencia de vasos sanguineos, densidad celular
relativamente baja, ausencia de pigmentos, distribucion caracteristica de las fibras de

colageno y ausencia de queratinizacion, entre otros (MAGGS, 2009).

No todos los vertebrados poseen la misma capacidad refractiva corneal: en un
estudio en el que comparaba la cornea de distintos tipos de animales, WINKLER (2015)
encontrd que los vertebrados no mamiferos comparten una organizacion estructural
ortogonal del coldgeno similar, con una mayor ramificacion lamelar en las especies de

vertebrados superiores.

2.4. ESTATICA Y DINAMICA DE LA CORNEA

A pesar de que la cérnea aparenta ser una estructura relativamente estatica,
NISHIDA (2008) en una amplia revision acerca de los mecanismos estaticos y dinamicos
de la misma, puso de manifiesto los mecanismos responsables del mantenimiento de la
homeostasis corneal, asi como el desarrollo de nuevos modelos de tratamientos para
diversas enfermedades corneales. Este autor discute las relaciones que establece la cornea
con los tejidos oculares adyacentes, con la pelicula lagrimal, que la recubre y que actua
tanto como lubricante como conductor de moléculas reguladoras, y con el humor acuoso

internamente que le aporta oxigeno y varios nutrientes.

De la misma manera, las células que conforman las diferentes capas de la cornea

también interaccionan entre ellas: esto, junto a las relaciones con células infiltradas y la
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regulacion nerviosa, contribuyen al mantenimiento de la estructura y las funciones

normales de la cornea, asi como a la reparacion de las lesiones corneales.

Para este autor, el aspecto dindmico de la cornea engloba las interacciones de las
células y las fibras de colageno, que pueden ser célula-célula y célula-matriz extracelular
en un sistema de redes dindmicas; asimismo estan incluidas las citoquinas y los factores

neuronales que contribuyen al mantenimiento de la transparencia y la forma de la cornea.

2.5. CICATRIZACION CORNEAL

La cicatrizacion de la cornea se puede definir como un proceso continuo que tiene
varias fases, en las que estan involucradas no solo las capas de la misma, sino los nervios

corneales, las células inflamatorias y las glandulas lagrimales.

Las capas de la cornea interactuan por la modulacion autocrina y paracrina,

mediada por citoquinas, factores de crecimiento y enzimas proteoliticas.

Multiples factores influyen en la curacion corneal, como el tamafio y profundidad
de la herida, el agente causal, la edad, medicacién o enfermedades preexistentes entre

otros (SIMION, 2011).

A continuacidn, se detallan los mecanismos que ocurren en cada una de las capas

de la cornea durante el proceso de cicatrizacion normal.

2.5.1. EPITELIO CORNEAL

El epitelio de la cornea es una capa esencial para la transparencia corneal. Se ha
demostrado que se encuentra en un estado de renovacion constante a lo largo de la vida,
dependiendo de la poblacion de las células madre limbocorneales: la localizacion de estas
células parece estar en las capas basales del epitelio limbocorneal, y son de vital
importancia para mantener el microambiente de estas células madre, que dependen de

varios factores intrinsecos y extrinsecos (FERNANDEZ, 2008)

SHAPIRO (1981) determino cinco etapas en la transformacion del epitelio tras un
dafio en esta capa corneal. Inmediatamente después de la curacion, el epitelio se compone
de una o dos capas de células escamosas, sin células caliciformes aparentes. En una

segunda etapa, lo que ocurre en las siguientes semanas, las células caliciformes aparecen
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en el borde limbal de la cérnea. En la tercera etapa, las células alcanzan una distribucion
uniforme, posteriormente en la cuarta etapa, retroceden hacia el limbo y ya la en la quinta

etapa aparece un epitelio de apariencia morfologica normal.

Esta transformacion en el epitelio se alarga 4-5 semanas durante el cierre del
defecto corneal. Ademas, los autores determinan que existe un movimiento continuo de
células centripetas incluso después de que se logra el cierre definitivo del defecto y que
las células caliciformes no migran inicialmente como células reconocibles (SHAPIRO,

1981).

En documentos mas actuales, el proceso de reepitelizacion se define de la
siguiente manera: el proceso comienza con un deslizamiento de las células epiteliales que
rodean los bordes del defecto; estas células, se encuentran entre la porcion superficial y
las células basales. A continuacion, ocurre una mitosis celular que repondra el epitelio
poliestratificado. En una ultima fase, se restablecen las uniones a la membrana basal por
medio de los hemidesmosomas. Inicialmente, la capa epitelial es mas delgada y tras la
mitosis celular se recupera paulatinamente el grosor normal. La reepitelizacion completa
de la cornea se produce en dos semanas aproximadamente (WHITLEY, 1998;

CENEDELLA, 1990).

SUZUKI (2000), en un estudio sobre la remodelacion corneal en el ojo de la rata,
sefiald que el restablecimiento de la membrana basal es determinante para la completa
reforma de la misma, ya que en zonas donde esta membrana no estd reestablecida, no

encontro desmosomas ni uniones intercelulares estables.

2.5.2. ESTROMA CORNEAL

El estroma en los casos de heridas no complicadas se repara mediante
cicatrizacion avascular, en la cual los queratocitos estromales sintetizan colageno,
glucosaminoglicanos y mucoproteinas y se transforman en miofibroblastos
hipercelulares. Estos miofibroblastos pueden convertirse en fibroblastos, lo que
proporcionarian transparencia continua, o, por el contrario, convertirse en miofibroblastos

maduros produciendo una matriz extracelular desorganizada, lo que se traduciria en

opacidad corneal (MAGGS, 2009).
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Los responsables de que la matriz extracelular esté bien organizada, y que por lo
tanto exista cierta transparencia durante la reparacion, son los factores de crecimiento
IGF-I/I, por su parte el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-) estimularia

la formacion de miofibroblastos lo que se traduciria en cicatriz corneal.

HASSELL (1983) senaldé que los proteoglicanos del estroma corneal pueden
desempefiar un papel fundamental en la regulacion del espacio de fibrillas de coldgeno
corneal y, por lo tanto, en el tipo de cicatriz que queda tras el proceso de cicatrizacion.
Encontr6 que, en cicatrices opacas los espacios interfibrilares eran grandes y contenian
condroitin sulfato de cadenas grandes, ademas de cadenas laterales de
glucosaminoglicano de tamafio normal. Estas cicatrices opacas carecian de queratdn
sulfato, pero tenian 4cido hialurénico. Por el contrario, en procesos de cicatrizacion con
transparencia cercana a la normalidad, para los que habia transcurrido alrededor de un
afo, observo que la restauracion del espaciamiento interfibrilar volvia a ser normal, asi

como el retorno de los proteoglicanos en tamafio y composiciéon normal.

CINTRON (1982) estudio, con microscopio electrénico, el proceso de
cicatrizacion en la cornea del conejo y concluy6 que, durante la formacion de la cicatriz
las fibrillas de colageno se depositan paralelas a la superficie plana de los fibroblastos
cuya orientacioén, a su vez, esta determinada por la organizacion del epitelio recién
formado. Una posterior reorganizacion de esta matriz de coldgeno la acercaria a una
apariencia lamelar normal; aunque la regeneracion de la matriz podria fracasar incluso

hasta dos afios después de su inicio.

Estudios del proceso de remodelacion estromal han determinado que en las capas
mas superficiales (capa de Bowman y estroma adyacente) se produce una transicion
abrupta entre el tejido conectivo nuevo y el viejo, mientras que, en las capas mas

profundas aparece una interdigitacion entre ellos. (DAVISON, 1986).

2.5.3. MEMBRANA DE DESCEMET Y ENDOTELIO

Estas dos capas corneales son las que tienen menor capacidad de regeneracion en
caso de verse dafiadas. La membrana de Descemet se retrae cuando se ve lesionada
gracias a su elasticidad, dejando expuesto el estroma posterior subyacente; las células

endoteliales vecinas se extienden para cubrir el defecto (MAGGS, 2009).
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La capacidad regenerativa del endotelio varia segun la especie y edad del animal,
pero suele ser minima en animales adultos de las especies domésticas. Como se ha
comentado anteriormente, el conejo es un ejemplo de especie en la que se presenta la
capacidad regenerativa en esta capa que incluye la division celular en el margen de la

herida (HORN, 1977).

YEE (1985) estudi6 la recuperacion endotelial después de haber realizado una
congelacion transcorneal, y la definié como un proceso en tres etapas. En la primera, se
produce una reparacion inicial de la herida con la aparicion de células pleomorficas en
forma de huso y escasa densidad, que forman una barrera funcional incompleta. En la
segunda etapa, las células asumen una configuracion aplanada con aspecto de poligonos
irregulares y con una capacidad de bombeo casi normal. En la tercera etapa, la

remodelacion celular contintia a pesar de la recuperacion fisioldgica temprana.

A pesar de esto, en lesiones extensas, el endotelio no es capaz de cubrir el defecto,

lo que puede dar lugar a la aparicion de edema y tumefaccion estromal (MAGGS, 2009).

2.6. REACCIONES CORNEALES ANOMALAS

Debido a su avascularidad y a su construccion compacta, las reacciones corneales
patoldgicas varian mucho en cuanto a su cronologia de inicio y curacidn; en ocasiones,
son intratables. Algunos cambios que serian leves o pasarian desapercibidos en otros
tejidos, como el edema o la formacion de cicatrices, en la cornea puede alterar la

transparencia, por lo que tienen una mayor repercusion funcional (MAGGS, 2009).

Entre las reacciones que se pueden encontrar destacan el edema, la
vascularizacion, la fibrosis, la melanosis, la infiltracion de leucocitos y la acumulacion de

sustancias anomalas.

2.6.1. EDEMA

El edema corneal se produce cuando existe una disfuncion del endotelio, del
estroma o del epitelio que permite la entrada de agua desde el exterior o del interior del
globo ocular a la cornea, acumulandose un exceso de fluidos en el estroma, que separan

las lamelas de colageno, dando lugar a la pérdida de la transparencia corneal (MAGGS,

2009).
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Independientemente de su etiologia, el edema se presenta como una opacidad de
color azul nebuloso; puede ser localizado o difuso; y recuperable si la etiologia es
revertida y si todavia existe una correcta funcion de las células endoteliales (MAGGS,

2009).

A menudo, el endotelio corneal muestra cambios degenerativos que pueden
conducir a una descompensacion de la funcion de la cornea y a que ésta se edematice

(BLODI, 1980).

El edema corneal se puede encontrar en enfermedades oculares como el glaucoma,
donde el edema se debe a la perturbacion de la funcion endotelial, causada por la PIO

elevada, con alteracion de la nutricion de la cérnea (IMRE, 1981).

Por otro lado, después de una herida, el mddulo elastico del estroma anterior se
altera dramaticamente y se correlaciona inicialmente con el desarrollo de edema e
inflamacion con la formacion de turbidez del estroma y posteriormente con la invasion

del espacio de la herida con miofibroblastos (RAGHUNATHAN, 2017).

El edema también puede tener origen epitelial. Aunque no es la tnica causa, puede
estar ocasionado por una ulcera corneal epitelial: a este respecto, MANDELL (1980)
encontrd6 edema corneal en pacientes que usaban lentes de contacto permeables al

oxigeno, en ausencia de un bombeo lagrimal adecuado.

2.6.2. VASCULARIZACION

La cornea normal carece de vasos sanguineos, aunque éstos pueden invadir el
estroma corneal como respuesta a la presencia de diversos procesos patologicos v,
especialmente, durante la cicatrizacion estromal. Esta vascularizacion puede ser

superficial o profunda: la situacion de estos vasos indica la profundidad de la lesion

causante (MAGGS, 2009).

Con la idea de demostrar que las prostaglandinas E1 y E2 poseian capacidad
angiogénica, ROCHELS (1984) enfrent6 un posible papel angiogénico atribuible al
edema estromal con la posibilidad de que la neovascularizacion corneal fuera inducida
por mediadores neovasculares. La histologia demostr6 que la neovascularizacion corneal
siempre iba acompafiada de la invasion de leucocitos polimorfonucleares: por lo tanto,

estas cé€lulas inflamatorias resultaron ser la principal fuente de actividad angiogénica. Asi
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mismo, determind que los inhibidores de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa pueden
inhibir esta actividad, lo que lleva a un enfoque de terapia exitosa en enfermedades
corneales que inducen la neovascularizacion como las queratitis inmunomediadas o el ojo

S€CO.

La neovascularizacion puede conducir a que la coérnea se edematice y opacifique,
eventos que producirian pérdida de vision. Se ha encontrado que el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que desempefia un papel clave en la formacion, proliferacion
y migracion de nuevos vasos, estd regulado al alza en estas condiciones. Hoy en dia, es
posible controlar este proceso angiogénico mediante el uso de agentes anti-VEGF

administrados a través de diferentes rutas (GIANNACCARE, 2020).

La vascularizacion corneal es atribuible a la hinchazén y al aumento de la
concentracion de lactato en la cornea, que son causadas por dafios en el metabolismo
oxidante. La invasion de leucocitos estimulados por prostaglandinas también promueve

el aumento de la concentracion de lactato (IMRE, 1980).

2.6.3. FIBROSIS

La fibrosis corneal se desarrolla en respuesta entre otras a una lesion, a una
infeccion, a complicaciones posquirtrgicas o a una enfermedad sistémica subyacente que
interrumpen la homeostasis del tejido y conducen a un deposito irregular de la matriz

extracelular en el estroma (McKAY, 2020).

Como se ha comentado con anterioridad, los responsables de que la matriz
extracelular esté bien organizada durante la reparacion son los factores de crecimiento
IGF-I/II, mientras que el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-3) causaria la

formacion de miofibroblastos, lo que se traduciria en cicatriz corneal (HASSELL, 2010).

Las membranas basales son matrices extracelulares altamente especializadas. La
evidencia creciente sugiere que, ademas de proporcionar soporte estructural a las células
adyacentes, las membranas basales sirven como reservorios y moduladores de los factores

de crecimiento que dirigen y ajustan las funciones celulares.

Diversos estudios ultraestructurales han demostrado que después de una lesion en
la cornea, si la regeneracion de la membrana basal epitelial (MBE) es defectuosa, se

estimula el desarrollo de miofibroblastos. Esto ocurre por la penetracion en el estroma a
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niveles sostenidos y necesarios de diversos moduladores como el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-) que viene derivado del epitelio y del defecto; y el factor de

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) entre otros. (WILSON, 2020).

En un modelo de fibrosis corneal humana in vitro, se ha demostrado que la
acetilcolina posee efecto antifibrotico ya que afecta negativamente la transicion de los
fibroblastos corneales a miofibroblastos. Por lo tanto, la acetilcolina podria desempefiar

un papel en la aparicion de fibrosis en el estroma corneal (SLONIECKA, 2020).

En un estudio sobre el proceso de cicatrizacion corneal tras la realizacion de una
técnica quirurgica (PTK), RAGHUNATHAN (2017) observd que el mayor niimero de
células inflamatorias aparecia a los 3 dias de realizar la herida; que la matriz asociada con
el espacio de la herida fue més rigida a los 7 dias; y que el mayor nimero de
miofibroblastos y el mayor grado de fibrosis correspondian a los 21 dias después de la
herida. Demostrando ademas que la remodelacion dindmica del estroma ocurre entre los
dias 10 y 42. 400 dias después del evento, todos los parametros clinicos volvieron a los

valores normales.

Uno de los factores mas importantes en el proceso de remodelacion corneal es la
restauracion de la sensibilidad: tanto la regeneracion de los nervios corneales como la
reinervacion son esenciales para mantener la homeostasis corneal después de cualquier

lesion

La fibrosis plantea un impedimento importante para la reinervacion. Esta fue la
razén que llevé a GOSH (2020) a realizar un estudio dirigido a la evaluacion de la
influencia de factores de crecimiento nervioso y la fibrosis en la regeneracion y
reinervacion corneal, después de la cirugia de colgajo lamelar (LFS) y su modulacion

usando pirfenidona antifibrotico.

2.6.4. MELANOSIS

La melanosis corneal o queratitis pigmentaria es un signo de irritacion corneal
cronica. El pigmento se origina a partir de la proliferacion y migracion de los melanocitos
limbales normales durante la inflamacion corneal y se deposita en el epitelio corneal v,

en ocasiones, en el estroma anterior, (MAGGS, 2009).
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En humanos, se encuentran informes de melanosis corneal asociada a tumores
como el melanoma, que incluso puede ser primario (PANAGIOTOU, 2020); al uso de
drogas psicotropicas (KAUR, 2020); a la presentacion atipica del sindrome de dispersion
pigmentaria (ANGMO, 2018) e incluso a la existencia de infecciones fungicas

(YANGZES, 2019; CHAIDAROON, 2019).

En animales, esta reaccidon corneal puede estar asociada a casos de cicatrizacion
corneal tras complicaciones postquirargicas (COSTA, 2019) aunque, sobre todo, a
problemas asociados con la superficie ocular: los relacionados con el déficit cuantitativo
de la pelicula lagrimal (LEONARD, 2019), asi como los derivados de la posiciéon y
funcion palpebral (MAINI, 2019).

A priori, a menos que progrese con rapidez o afecte a la vision, la melanosis no
suele precisar tratamiento: aun asi, la causa subyacente debe tratarse siempre que sea

posible (MAGGS, 2009).

2.6.5. INFILTRACION DE LEUCOCITOS

La infiltracion de leucocitos en el estroma corneal puede estar asociada a la
presencia de un cuerpo extrafio, puede ocurrir como respuesta a una infeccion, e incluso
puede ser aséptica. En muchas ocasiones este acimulo celular puede ser relativamente

rapido y es crucial determinar la causa inicial (MAGGS, 2009).

Las infecciones corneales son enfermedades frecuentes y potencialmente fatales
para la vision. La importancia de la respuesta inmunoldgica ha sido demostrada en
modelos animales en casos de queratitis microbiana, aunque atin no esta claro su potencial

importancia en humanos (SANTACRUZ, 2015).

Se cree que el activador de plasminogeno de tipo uroquinasa (uPA) estd
involucrada en los trastornos corneales y regula la cicatrizacion de las heridas corneales.
La uPA es una proteasa sintetizada por varias células, como las células epiteliales
corneales y fibroblastos corneales, las células endoteliales vasculares, las células
musculares lisas, los monocitos, los macrofagos y las células tumorales malignas de

diferentes origenes.

SUGIOKA (2016) revisa el papel de la uPA en la cicatrizacion de heridas en el

estroma corneal. La uPA se expresa con la presencia de leucocitos y fibroblastos en las
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corneas de pacientes con ulceraciones corneales, lo que sugiere que es un regulador clave
de la cicatrizacion de la herida del estroma corneal. La uPA esté directamente involucrada
en la degradacion del colageno mediada por plasmina inducida por IL-1. Ademads, la uPA
participa de manera critica en la promocion de la infiltracion de leucocitos en la
inflamacion corneal mediante la activacion de MMP-9. Esta activacion esta
presumiblemente mediada, directa e indirectamente, por la cascada de plasminogeno-
plasmina. Ademas, la uPA media en la liberacion de citoquinas inflamatorias de los

fibroblastos de la cornea para promover la infiltracion de leucocitos.

Se ha demostrado que, a menudo, la inflamacion crénica causa el desarrollo de
hipoxia: como es el caso de la queratitis estromal del herpes (HSK), afeccion inflamatoria
cronica corneal que se desarrolla en respuesta al HSV-1 recurrente: RAO, 2019
correlacion6 la magnitud de la hipoxia con el grado de infiltracion de neutrofilos en
corneas infectadas, concluyendo que el agotamiento de los neutréfilos reducia el

desarrollo de hipoxia en ellas.

Cuando la invasion de leucocitos en el estroma produce colagenolisis se denomina
melting o lisis corneal. Esta afeccion oftalmologica, en la que se pierde el epitelio corneal,
viene acompanada del adelgazamiento del estroma, puede provocar perforacion corneal

y causar pérdida de vision (RIGAS, 2020).

El melting es debido a la liberacion de colagenasas de los leucocitos invasores,
en especial los neutréfilos, que se encuentran en las células del estroma corneal, las

células epiteliales o los quratocitos corneales (MAGGS, 2009).

No solo las bacterias vivas, sino también sus componentes, como el
lipopolisacarido de las bacterias Gram negativas, contribuyen al desarrollo de la

inflamacion y al dafio corneal posterior en la queratitis infecciosa (FUKUDA, 2017).

Esta alteracion corneal es el efecto secundario mas grave de los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) topicos, uno de los tratamientos topicos para la
inflamacion ocular. La fusioén corneal inducida por AINE (NICM), inicialmente puesta

en duda, es real (RIGAS, 2020).

Multiples estudios tienen como objetivo encontrar un tratamiento efectivo para

este tipo de reaccion corneal anomala, entre ellas el uso de lentes de contacto especiales
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(LOPEZ, 2019), trasplante de células madre (NAVAS, 2018) y trasplantes de membrana
amnidtica (COSTA, 2019) entre otros.

2.6.6. ACUMULACION DE SUSTANCIAS ANOMALAS

Las principales sustancias que se acumulan en la cérnea son los lipidos y los
minerales: estas sustancias, se presentan como areas brillantes, blanquecinas o cristalinas.
Las acumulaciones con frecuencia contienen colesterol y calcio en combinaciones

variables.

Podemos encontrar dos tipos diferenciados de alteraciones: los depodsitos y las

degeneraciones.

Aunque se pueden ver afectadas todas las capas de la cornea, en los animales, los
depositos de lipidos y minerales suelen ser subepiteliales, tipicamente bilaterales e
indoloros; mientras que la degeneracion lipidica, trastorno inflamatorio adquirido tipico
de perros y caballos, suele ser unilateral y puede presentarse acompanado de edema,
vascularizacion, fibrosis y melanosis corneal (MAGGS, 2009). Esto no siempre ocurre
asi, MOORE (2019) inform6 un caso de una distrofia lipidica en una rana arborea de ojos
dorados (Trachycephalus resinifictrix), que presentaba hemorragia intraestromal
concurrente. En general, la evidencia sugiere que la causa de la queratopatia lipidica es

probablemente multifactorial.

En humanos, esta acumulacion de sustancias esta relacionada con la
hipercolesterolemia familiar, que es la enfermedad hereditaria autosomica dominante
mas comun causada por un catabolismo defectuoso de particulas de LDL. Entre sus signos
clinicos oculares encontramos los xantomas o arco corneal lipoide (SATNY, 2020). En
animales también esta descrito que el depdsito de lipidos en la cornea se puede deber a la

presencia de concentraciones elevadas de lipidos plasmaticos (MAGGS, 2009).

Otra enfermedad por deposito de sustancias andémales descrita en humanos es la
distrofia corneal de Schnyder (SCD), que es una rara enfermedad genética de los ojos
caracterizada por la opacificacion corneal resultante del depdsito del exceso de colesterol

libre (JTANG, 2019).
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Reacciones corneales andmalas: (a): edema. (b): vascularizacion, (c): fibrosis, (d): melanosis, (e):

infiltracion de leucocitos, (f): acimulo de sustancias anomalas.

2.7. ALTERACIONES QUE AFECTAN A LA BIOMECANICA DE
LA CORNEA

Un elevado numero de alteraciones pueden afectar a la biomecanica de la cornea,
pueden ser derivadas de enfermedades corneales propias, de enfermedades sistémicas, de
alteraciones hormonales e incluso pueden relacionadas con la correccion de la refraccion

corneal (MA, 2018).
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2.7.1. ENFERMEDADES CORNEALES PROPIAS

El trastorno corneal mas comun asociado con las alteraciones en la biomecénica
es el queratocono, que se caracteriza por la presencia adelgazamiento del estroma corneal
y roturas en la capa de Bowman (RABINOWITZ, 1998). Se ha descrito que la elasticidad
de las fibras de coldgeno disminuye hasta un 36% en pacientes con queratocono

(ANDREASSEN, 1980).

Otro trastorno que implica adelgazamiento progresivo del estroma es la
degeneracion marginal pelucida (KRACHMER, 1984; RODRIGUEZ, 1981), que se
caracteriza por un adelgazamiento del estroma periférico inferior, acompafiado de

interrupcion de la capa de Bowman y cicatrizacion del estroma (RODRIGUEZ, 1981).

2.7.2. ENFERMEDADES SISTEMICAS

Varias enfermedades sistémicas alteran las propiedades biomecanicas de la
cornea, la diabetes en una de ellas. Varios autores han estudiados los efectos de esta
enfermedad metabolica cronica en la cornea, que pueden incluir el engrosamiento de la
membrana basal epitelial (AZAR, 1989; FRIEND, 1982; TAYLOR, 1981); asi como
cambios morfologicos y alteraciones en la funcion del epitelio y endotelio. (HOSOTANI,

1995; SHULTZ, 1984; BAO, 2017; GEKKA, 2004).

Enfermedades que afectan a la sintesis de coldgeno, como el sindrome
hereditario Ehlers-Danlos (BOWEN, 2017) y la osteogénesis imperfecta (KANG,
2017), pueden desencadenar una ectasia corneal debido a que producen una red de

colageno inestable.

Pacientes con trisomia 21 o con amaurosis congénita de Leber son susceptibles
a sufrir queratocono, aunque en estos casos, el origen de la degradacion corneal sigue sin

estar claro (KENNEY, 2003).

Ademas, habria que afiadir el sindrome de Morquio, que se caracteriza por la
presencia de opacidad progresiva de la coérnea secundaria a la alteracion lamelar

producida por un almacenamiento excesivo de glicosaminoglicanos (MATALON, 1974).
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2.7.3. ALTERACIONES HORMONALES
Las fluctuaciones hormonales pueden alterar la biomecanica corneal. Diversos

estudios han demostrado que el aumento de los niveles de estrégenos disminuye la

rigidez corneal (O'DOHERTY, 2006; SPOERL, 2007).

Otra hormona que modula las propiedades de la biomecanica corneal es la
hidrocortisona (SPOERL, 2009). El cortisol puede estimular la produccion o activac
16n de enzimas colagenoliticas (HILLEGASS, 2008), que aceleran la degradacion de la
matriz debilitando la red de colageno (CURY, 2007). El nivel de cortisol puede
desempefiar un papel a considerar en el desarrollo de la queratectasia en el queratocono
o después de la cirugia refractiva. Ademas, los esteroides y la insulina aumentan la
actividad ATPasa dependiente de Na" y K' en las células del endotelio corneal, lo que

contribuye a la estabilidad de la rigidez corneal (HATOU, 2011).

Se ha sefialado que las hormonas tiroideas podrian afectar al mecanismo del
transporte endotelial modificando la longitud del espacio extracelular total, afectando asi

a la rigidez corneal (MASTERSON, 1977).

2.7.4. CORRECCION DE LA REFRACCION CORNEAL

La correccion del error refractivo se puede lograr por diferentes métodos. Su
objetivo es remodelar la curvatura corneal con el uso de lentes de contacto o con
procedimientos quirrgicos que extraen parte del tejido corneal, situaciones que pueden

provocar modificaciones en las propiedades biomecanicas de la cornea (MA, 2018).

Las lentes de contacto producen disminucion de la oxigenacion de la cornea lo
que puede provocar un aumento en el grosor corneal, o la apariciéon de edema (GARCIA-
PORTA, 2014). Su uso esta asociado con aumento en la capacidad de absorber y disipar

energia de la cornea (CANKAYA, 2012, LAU, 2011; LU, 2007).

La ortoqueratologia es una técnica que induce un cambio en la forma de la
cornea por presion. Su efecto es temporal y se basa en las propiedades viscoelasticas del
tejido corneal: lo que se consigue es aplanar la cornea significativamente, cambiando el
perfil de su grosor (ALHARBI, 2003; VILLA-COLLAR, 2009), por lo que desencadena
cambios en la cornea, como el adelgazamiento del epitelio central, el engrosamiento del

epitelio periférico y cambios en el estroma (SWARBRICK, 1998). Ademas, la presion
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podria inducir la existencia de un gradiente osmoético que elimine liquido del epitelio
central (BINDER, 1980). Son necesarios mas estudios del uso de esta técnica para evaluar

los posibles cambios en las propiedades de la biomecénica corneal (MA, 2018)

La cirugia refractiva puede tener implicaciones en las propiedades biomecanicas
de la cornea. Su efecto se ha correlacionado con la profundidad de la ablaciéon (ORTIZ,

2007) y con el grosor del flap realizado (AMBROSIO, 2011).

Por ultimo, cabria citar el Crosslinking (CXL). Este es un procedimiento
utilizado para aumentar la resistencia biomecanica corneal que induce la formacion de
nuevos enlaces moleculares entre las fibrillas y las ldminas de coldgeno, usando la
riboflavina y la luz UV-A (RAISKUP-WOLF, 2008; SPOREL, 1998; WOLLWNSAK,
2003). Estudios experimentales han demostrado que la rigidez corneal aumenta
significativamente después de la realizaciéon de esta técnica (TOBOUL, 2014;

ALDAHLAWI, 2016).

2.8. ULCERAS CORNEALES

La tlcera corneal se define como la ruptura del epitelio corneal provocando la
exposicion del estroma. Esta encuadrada dentro de las enfermedades corneales

adquiridas.

Podemos clasificar las tlceras corneales atendiendo a su etiologia, profundidad, y
localizacion, asi como a la presencia o no de infeccion en ellas. (MAGGS, 2009; LIU,

2019).

2.8.1. ETIOLOGIA

Se han encontrado multiples causas que desencadenan las Glceras corneales.

En humanos, la enfermedad que afecta mas frecuentemente a la cornea es la
diabetes. Esta afeccion desencadena la queratopatia diabética con produccion de
erosion corneal persistente, queratopatia punctata superficial, retraso en la regeneracion
epitelial y disminucion en la sensibilidad de la cornea; todo esto puede comprometer la

agudeza visual de los pacientes que la padecen (PRIYADARSINI, 2020).
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Enfermedades degenerativas como la queratitis neurotroéfica, en las que se
produce disminucioén o ausencia de la sensibilidad corneal, cursan en su mayoria con

ulceras corneales (TTAN, 2020).

Gran parte de la proteccion de la cornea depende de la pelicula lagrimal. El fallo,
o déficit de la misma, puede desencadenar la aparicion de tlceras corneales. Hay dos tipos
principales de alteraciones de la funcion lagrimal: los relacionados con la incapacidad del
sistema de drenaje al existir una obstruccion o una agenesia, o por el aumento en la
produccion de lagrimas; y los relacionados con una produccioén insuficiente de uno o
varios componentes de la pelicula lagrimal, entre los que podemos encontrar una
alteracion cuantitativa, donde el componente que falla es el acuoso, o una alteracion

cualitativa, en la que estan alterados los componentes de la capa lipidica o la mucoide.

Tanto las alteraciones cuantitativas como las cualitativas pueden comprometer la
funcioén de la pelicula lagrimal, produciendo efectos graves en la salud ocular, como son
la hipoxia del epitelio corneal y del estroma, la falta de lubricacion e irritacion de la
superficie ocular, aumento de la cantidad de microorganismos y moco sobre la superficie

ocular, erosiones o ulcera corneales, entre otros (MILLER, 2009).

El estado y la posicion de los parpados juegan un papel importante en la salud de
la superficie corneal. Tanto en humanos como en animales estdn descritas multiples
alteraciones palpebrales de los mismos que desencadenan la aparicion de tulceras
corneales: como ejemplo, se encuentran problemas dermatoldgicos (VOLLMER, 2019),
el entropion, el ectropion (KRECNY, 2015; DE LINDE HENRIKSEN, 2013), y los cilios
ectopicos (KRECNY, 2015), entre otras.

Los traumatismos oculares y las tlceras corneales son responsables de 1.5 a 2
millones de nuevos casos de ceguera monocular cada afio (WITCHER, 2001). Entre el
11.5% y el 22.1% de los traumatismos oculares son causados por quemaduras quimicas
(CLARE, 2012): la mayoria de estos casos ocurren en hombres jovenes por la exposicion

a productos alcalinos o dcidos en accidentes laborales.

Las caracteristicas propias de cada individuo, asi como el entorno en el que se
encuentra pueden influir en el riesgo de padecer problemas en la superficie ocular; en este

caso, ulceras corneales. Este es el caso de los mamiferos marinos, en los que se ha
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demostrado que la exposicidon excesiva a la luz del sol y la falta de sombra son factores

de riesgo significativos para padecer este tipo de queratopatia (COLITZ, 2019).

2.8.2. DIAGNOSTICO
El diagnoéstico de las ulceras corneales depende de los signos clinicos y del

examen oftalmologico.

Los signos clinicos mas comunes son irritacion aparente, edema y/o hiperemia
conjuntival, opacidad corneal, exfoliacion o necrosis corneal y vision borrosa, entre otros

(LIU, 2019).

El examen oftalmoldgico puede incluir la ldmpara de hendidura, el raspado

corneal y el microscopio confocal. (LIU, 2019).

El uso de colorantes vitales es una herramienta fundamental para la identificacion
de ulceras corneales: el mas utilizado es la fluoresceina. Este colorante es hidrosoluble y
es retenido por todas las estructuras hidrofilicas, pero no por las hidrofobicas, por lo que

tefird el estroma hidrofilico que queda expuesto tras la pérdida del epitelio hidrofobico.

Cada tipo de tulcera presenta un patron de tincion diferente y caracteristico, su

conocimiento contribuye mucho a diferenciar los tipos de tlceras.

Para una mejor visualizacion de este colorante durante la exploracion, esta
recomendado el uso de un filtro de luz azul cobalto, ademas de una fuente de
magnificaciéon como la ldmpara de hendidura. De esta manera, se puede diferenciar
correctamente el tipo de tincidn y si se trata realmente de una tlcera o, por el contrario,
de una fijacion leve en tejidos como el fibrovascular, presente en casos de vascularizacion

corneal o en defectos estromales epitelizados; (MAGGS, 2009)

2.8.3. CLASIFICACION
Una manera util de clasificar las ulceras corneales es en ulceras simples o

complicadas.

Una ulcera simple debe cumplir las siguientes condiciones: ser superficial, es

decir, afectar solo al epitelio corneal; ser de caracter agudo y curar en un plazo de 7 dias.
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Por el contrario, las ulceras clasificadas como complicadas aquellas que afectan a
capas mas profundas (el estroma estd comprometido) y/o que no han cicatrizado tras 7

dias tras el diagndstico y el tratamiento inicial (MAGGS, 2009).

Existen tres grandes bloques de posibles causas que no permiten la curacion de

una ulcera:

1.- La causa subyacente no ha sido diagnosticada o tratada y sigue presente. La
indicacion es reexaminar el ojo para buscar posibles cuerpos extrafios y/o para descartar
problemas palpebrales como el lagoftalmos, el entropion, el ectropidén; problemas
relacionados con la pelicula lagrimal como la queratoconjuntivitis seca o el déficit
cualitativo de la lagrima; y la presencia de distiquiasis, triquiasis, cilios ectopicos, ademas

de descartar la existencia de paralisis faciales totales o parciales (MAGGS, 2009).

2.- La tlcera se ha contaminado por bacterias u hongos. Estas ulceras no son
exclusivamente superficiales: en estos casos, el estroma estd implicado, su apariencia es
gelatinosa y adquiere un tono amarillo verdoso debido a la infiltracion neutrofilica. El
diagnostico y el tratamiento deben realizarse utilizando la citologia y el cultivo de la

superficie corneal (MAGGS, 2009).

En humanos, el factor de riesgo méas comun para las tlceras infectadas difiere en
funciéon de la localizacion y el estilo de vida del paciente. Encontramos estudios
realizados en el sur de Texas (EEUU), en los que el agente etiologico mas frecuente son
las bacterias coagulasa negativo como el Staphylococcus y Pseudomonas, y como factor
de riesgo mas comun el uso de lentes de contacto (PUIG, 2020); mientras que, en paises
en vias de desarrollo, aunque los agentes infecciosos coinciden, la causa mayoritaria

corresponde a los traumatismos oculares (ALMAHMOUD, 2019).

3.- La tlcera se ha convertido en indolente. Estas ulceras se pueden definir como
ulceras superficiales no infectadas, con una porcion del epitelio corneal no adherido.
Responden al tratamiento con desbridamiento del mismo y/o del estroma subyacente. Este
sindrome, asi como su tratamiento, estd muy bien descrito en perros, pero no en gatos

(MAGGS, 2009).

Las tlceras corneales indolentes en humanos se describen como defectos
epiteliales corneales persistentes (PEDs o PCEDs), que son el resultado del fallo en la

reepitelizacion tras 10-14 de una lesion corneal. Es un trastorno bastante frecuente, que
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causa dolor. Sus signos clinicos mas comunes son el lagrimeo, la fotofobia y la
discapacidad visual. Varios factores como los traumatismos, la cirugia ocular, la distrofia
corneal, el uso de lentes de contacto y la diabetes mellitus, pueden ser incluidas entre sus
causas (NANBA, 2019). Suelen ser tratadas con lentes de contacto protectoras y lagrimas

artificiales (VAIDYANATHAN, 2019).

Ejemplos de ulceras corneales superficiales en pacientes caninos

Ejemplos de tlceras corneales profundas en pacientes caninos

2.8.4. TRATAMIENTO

El proposito del tratamiento de las tulceras corneales es eliminar la causa
subyacente y restaurar la superficie corneal. Las terapias convencionales para la
enfermedad son la farmacoterapia y el tratamiento sintomatico, sin embargo, si la
condicion del paciente es critica se deben barajar tratamientos quirdrgicos para resolver

la situacion (LIU, 2019).
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2.8.4.1. Tratamiento médico
El tratamiento médico representa el primer enfoque terapéutico y es un paso
decisivo en el manejo posterior de un paciente con ulceracion corneal (STAMATE,

2019).

Se puede generalizar que el tratamiento médico de las tlceras corneales consiste
en la aplicacion de antibidticos y midriaticos topicos. En determinadas circunstancias,
algunos pacientes podrian beneficiarse del uso de otros farmacos, como los

antiinflamatorios y los analgésicos (MAGGS, 2009).

1.- Antibidticos: la aplicacion topica de este grupo de farmacos esta indicada en
todos los tipos de ulceras corneales, ya que, aunque no se piense en la infeccion como la
causa primaria de la ulcera, pude verse afectado secundariamente el estroma y

complicarse (MAGGS, 2009).

El diagnéstico adecuado del microorganismo causal es fundamental. El cultivo
sigue siendo la herramienta de diagnostico predominante, aunque nuevas técnicas como
la microscopia confocal in vivo entre otras ayudarian a realizar un diagndstico temprano
y preciso, incluso para microorganismos que son dificiles de cultivar por métodos

convencionales (AUSTIN, 2017).

2.- Midriaticos: la razon por la que se indica el uso de midriaticos en las tlceras
corneales es la de contrarrestar el cuadro de uveitis anterior refleja secundaria a la
estimulacion de los nervios corneales, que empeoran el dolor asociado a la misma. Los

mas usados de manera topica son la Atropina y la Tropicamida (MAGGS, 2009).

3.- Otros. Los corticoides topicos estan completamente contraindicados en los
casos de ulceras corneales ya que predisponen a la infeccion, retrasan la cicatrizacion
corneal y potencian la lisis (MAGGS. 2009). El uso de los AINESs es mas controvertido:
aunque mayoritariamente no estd desaconsejado, estudios recientes relacionan estos
farmacos con la presentacion de lisis corneal, como efecto secundario mas grave tras su

uso (RIGAS, 2020).

La vitamina A tépica estimula la produccion de los componentes de la matriz
celular, como el coldgeno tipo I y la fibronectina, incrementando la proliferacion de
queratinocitos y fibroblastos (POLCZ, 2019). Hay estudios que demuestran que, ademas

disminuye el factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF-A, las metaloproteinasas
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de la matriz MMP 9 y el factor de crecimiento transformador TGF-B, por lo que la
recuperacion de la cicatrizacion de heridas corneales mejora tras su aplicacion (KIM,

2012).

Las tulceras que presentan hongos tienen peores resultados clinicos que las
bacterianas. No hay nuevos tratamientos desde la década de 1960 cuando se introdujo la
Natamicina (AUSTIN, 2017). El tratamiento antifingico solo debe ser instaurado tras la

identificacion del hongo causal (GUPTA, 2018).

Las queratitis viricas se diferencias de las bacterianas y fiungicas en que, a menudo,
son recurrentes. En humanos, son muy comunes en los paises desarrollados (AUSTIN,
2017) asi mismo, suelen afectar a los gatos y, ocasionalmente pueden presentarse en los
caballos. Los farmacos antiviricos topicos disponibles en la actualidad son virostaticos.
La mayoria penetra mal en la cérnea, por lo que su aplicacion debe ser muy frecuente.

(MAGGS, 2009).

2.8.4.2. Tratamiento quirurgico
Las ulceras corneales son una emergencia médica y, en casos complicados, que
conducen a la perforacion, una emergencia quirdrgica oftalmoldgica. La urgencia del
tratamiento quirargico viene dictada por la necesidad de prevenir complicaciones que
puedan conducir a graves morbilidades oculares. Existen multiples estrategias
quirurgicas, pero la opcion depende de la etiologia y los parametros de la ulceracion:

tamafio, profundidad y ubicacion (STAMATE, 2019).

1.- Injertos conjuntivales: esta técnica consiste en la rotacion de una porcion de
la conjuntiva bulbar sobre el defecto corneal, suturandola sobre tejido corneal sano.
Existen diversas versiones dependiendo de la cantidad de conjuntiva utilizada y/o de la
forma en la que se sutura sobre la cornea (injertos libres, completos, de avance,
pediculado rotacional o en puente). El injerto no s6lo es un soporte mecanico, sino que al
estar unido a la conjuntiva del mismo paciente (salvo en el injerto libre), mantiene un
aporte continuo de suero, fibroblastos, factores de crecimiento e incluso de antibioticos
suministrados de manera sistémica, lo que constituye una importante ventaja a tener en

cuenta (MAGGS, 2009).

2.- Trasposicion corneoconjuntival o corneoescleral: como su propio nombre

indica, consiste en trasponer o mover tejido corneal sano acompaiiado por el limbo y una
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porcion de conjuntiva o de la esclera respectivamente, sobre el defecto corneal existente.
En oftalmologia veterinaria, esta técnica presenta buenos resultados para el tratamiento
de ulceras estromales profundas, los descemetoceles y los defectos de espesor completo,
obteniéndose un grado de transparencia satisfactorio y, de esta manera un buen

mantenimiento de la vision (GOGOVA, 2020).

3.- Trasplantes de cornea: los trasplantes de cornea o queratoplastias pueden ser
de cornea congelada o fresca, y de espesor parcial o total. Una de las versiones de esta
técnica, la queratoplastia lamelar anterior profunda (DALK), estd reconocida como la
primera opcidn quirurgica para la ectasis corneal (YU, 2020). En la actualidad, se estan
realizando multiples estudios para mejorar estas técnicas con el fin de que sean cada vez
sean menos invasivas (DAPENA, 2020) y de esta manera, obtener menos defectos

refractivos tras su realizacion (FEIZI, 2020).

4.- Biomateriales: el papel de los biomateriales en la ingenieria de tejidos y las
estrategias de medicina regenerativa, para el tratamiento de la pérdida de vision asociada
con el dano a los tejidos del segmento anterior del ojo, ha constituido el objetivo de
numerosos estudios en los ultimos afos centrados principalmente en el reemplazo y el
apoyo de la cornea, asi como de otras porciones del segmento anterior del 0jo, como la
malla trabecular (WILLIAMS, 2018). Ejemplos de estos materiales, son el trasplante de
cé¢lulas madre, el uso de las membranas de polimeros, la mucosa oral, la membrana
amnidtica y la vejiga porcina, entre otros (SACCHETTI, 2018; ZHAO, 2018; ROCK,
2018; BALLAND, 2016).

2.9. MEMBRANA AMNIOTICA

La membrana amnidtica es un biomaterial que es utilizado por cirujanos de
diversas disciplinas como la dermatologia, la cirugia plastica, la cirugia genitourinaria y

la oftalmoldgica, entre otros, con un fin innovador: el trasplante (JIRSOVA, 2017).

La abundancia de placentas disponibles permite seleccionar el tejido sin
compromiso. Las placentas se recuperan de los partos por cesarea electiva,
proporcionando un medio mas estéril y controlado, a la vez que se elimina el riesgo de
que el tejido placentario se haya contaminado o dafiado durante el proceso de parto

(HILL, 2008).
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2.9.1. ESTRUCTURA PLACENTARIA

La placenta es un 6rgano tipico de los mamiferos derivado de los espermatozoides
y los 6vulos que forman el feto. En las primeras etapas del desarrollo fetal, la placenta
consta de dos capas diferentes: la capa coridnica, mas externa, y la capa amnidtica, mas
interna. El corion permite la transferencia de nutrientes entre la madre y el feto mientras
que la membrana amniotica es una capa de células protectoras que rodean al feto. A
medida que avanza el embarazo, la produccion de liquido amnidtico aumenta hasta
aproximadamente 1 litro, lo que hace que la cavidad amnidtica se fusione con la superficie

interna del corion, por lo que la apariencia es de una sola capa de tejido placentario

(THIBODEAU, 2006).

2.9.2. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

Las cinco capas avasculares de la membrana amnidtica que recubren la cavidad
interna de la placenta constituyen tejido trasplantable. La capa externa se adhiere al
corion. La capa individual mas interna estd formada por células epiteliales cubicas y
columnares, se encuentra situada sobre la superficie placentaria y permite el flujo de
sustancias a través de los pediculos podociticos que se extienden hacia la membrana basal.

Las otras dos capas estdn compuestas por tejido conectivo y contienen colageno y

macrdofagos (VON VERSRN-HOYNCK, 2004).

Estructura de la membrana amnidtica. Imagen obtenida de MiMedx.com.

2.9.3. CARACTERISTICAS DE LA MEMBRANA AMNIOTICA
La membrana amnidtica ha sido propuesta para su uso como biomaterial en

oftalmologia por su viabilidad bioldgica, ya que es un tejido con caracteristicas
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antiinflamatorias,  antibacterianas, antivirales, con baja  inmunogenicidad,

antiangiogénico y proapoptotico (LIU, 2019).

La membrana amnidtica basal admite la migracion de células epiteliales: de esta
manera, las proteinas amnidticas facilitan la adhesion celular y el crecimiento de nuevo
tejido estromal (VON VERSRN-HOYNCK, 2004; TSENG, 2001; LEE, 1997), actuando
como sustrato para facilitar la epitelizacion (TAMHANE, 2005).

La matriz amnidtica es rica en acido hialurénico, que suprime el factor de
crecimiento transformante beta, asi como la sefalizacion, proliferacion y diferenciacion
de los miofibroblastos de la cornea humana normal. Asi mismo, suprime la produccion
de citoquinas proinflamatorias, lo que inhibe la produccion de matriz extracelular y la

cicatrizacion no deseada (DUA, 2004; MELLER, 2011).

En las capas de tejido conectivo, los macréfagos, que se encuentran en esta
localizacion, ejercen un efecto antiinflamatorio a través de la fagocitosis de bacterias

patogenas (RAMA, 2001).

Diversos estudios realizados en animales sugieren que la membrana amnidtica
puede promover una curacion mas rapida de la herida, una disminucion de la opacidad
corneal y una disminucion de la neovascularizacion corneal (SHAHRIARI, 2008; GU,

2011).

2.9.4. OBTENCION Y PREPARACION DE LA MEMBRANA
AMNIOTICA

Como ya se ha comentado, las membranas amnioticas se obtienen exclusivamente

de cesareas programadas. En funcidon de las necesidades de tejido, los obstetras y los

coordinadores del banco de tejidos organizan la recogida de la placenta, incluyendo los

consentimientos informados y la educacion del paciente (HILL, 2008).

Antes de la admision como donante, se deben realizar test serologicos, siguiendo
la recomendacion de diversos autores (VON VERSEN-HOYNCK, 2004; RAMA, 2001)
y de la administracion de diversos paises (HILL, 2008). Se recomienda realizar los
siguientes test: HIV-1, HIV-2, Hepatitis B, Hepatitis C, HTLV I, HTLV II,

Citomegalovirus y Sifilis. Ademas, se recomienda realizar un test de ADN.

47



REVISION BIBLIOGRAFICA

Cuando los coordinadores reciben la confirmacion de que no existe impedimento
para la donacion, se procede a la recogida del tejido. El equipo que obtiene la membrana
lo realiza de manera estéril y tras realizar una inspeccién macroscopica, se coloca dentro
de una bolsa de recuperacion de 6rganos estéril. Las membranas son almacenadas durante
seis meses para repetir nuevamente los analisis serologicos: solo se permitira realizar un

trasplante, tras la confirmacion de que continua siendo un tejido apto (HILL, 2008).

2.9.5. CONSERVACION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

Una vez se obtiene la membrana, se preparan los futuros injertos colocando papel
de nitrocelulosa sobre la capa amnidtica de la placenta, para darle estabilidad tras ser
separada de las otras capas de la placenta. Ademads, este papel sirve para identificar cudl
es la capa estromal de la misma. Los métodos de preservacion posterior del tejido afectan
a como se prepara el tejido inmediatamente antes de la implantacion quirtrgica (HILL,

2008). Las técnicas que se utilizas actualmente son:

1.-Congelacién en seco: se utiliza una combinacion de glicerol, que tiene un
efecto antiviral y solucion antibiotica, pudiendo ser glicerina y penicilina, estreptomicina
y anfotericina con neomicina entre otros (TSENG, 1998; VON VERSEN-HOYNCK,
2004). La conservacion debe realizarse a -70°C hasta su uso. Para garantizar una
flexibilidad adecuada, el tejido se debe descongelar entre 30-60 minutos antes del
trasplante a temperatura ambiente; alternativamente se puede colocar la bolsa
contenedora, sin abrir totalmente, en un recipiente estéril con agua tibia durante 15-30

minutos (BURMAN, 2004).

2.-Esterilizacion: es una técnica de preservacion mas moderna, en la que se usa
acido peracético con etanol. La ventaja de usar el 4cido peracético es que es efectivo
contra bacterias, virus y hongos (VON VERSEN-HOYNCK, 2004). En este caso, el
tejido es sometido a aire seco bajo un flujo laminar preservando las propiedades del tejido
y permitiendo el almacenamiento a temperatura ambiente (VON VERSEN-HOYNCK,
2004). La conservacion en estos casos se puede realizar a temperatura ambiente, no

precisa de preparacion previa al trasplante (RAMA, 2001).

3.-Criopreservacion: en este caso, la conservacion se realiza en nitrégeno liquido

a -140°C. La membrana que va a ser trasplantada llega al lugar de la intervencion
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descongelada y enjuagada. Debe conservarse a 4°C y debe ser utilizada en las siguientes

72 horas (RAMA, 2001).

4.-Conservacion en fresco: el tejido viene lavado y bafiado en una solucién
antibidtica. La conservacion debe ser a 4°C y no necesita otro tipo de preparacion previa

a la cirugia (VON VERSEN-HOYNCK, 2004; RAMA, 2001).

5.- Inonizacidn: en este caso, el tejido se ha esterilizado con aire seco. Se recibe

listo para su uso (VON VERSEN-HOYNCK, 2004; RAMA, 2001).

2.9.6. TECNICAS QUIRURGICAS
Los cirujanos eligen la técnica a utilizar principalmente en funciéon de la
profundidad de la ulcera. Las técnicas se pueden dividir entre las que coloca una tnica

capa de membrana amniotica y las que colocan multiples capas (LIU, 2019).

El procedimiento quirurgico comienza en condiciones estériles tras la aplicacion
de anestesia topica o peribulbar y la eliminacion de tejido necrodtico de la cornea. En este
momento, la membrana amniética se coloca con la capa de la membrana basal dirigida
hacia arriba y se sutura al area de la cornea afectada. Existen cuatro estilos con los que se

puede cubrir o rellenar la tlcera (UHLIG, 2015):

1. Capa tnica: la membrana se recorta un poco mas grande que el tamafio del

defecto y se ancla en su lugar con el lado de la membrana basal hacia arriba.

2. Técnica de superposicion: en este caso, la membrana se extiende sobre toda la
cornea y el area perilimbal. Se ancla con sutura monofilamento 10/0 en el limbo vy,

ocasionalmente, en la periferia de la cornea con un patrén de sutura continua.

3. Técnica multicapa: en esta técnica, la orientacion de las piezas de membrana
no importa, salvo la porcion més superficial que se coloca con la membrana basal dirigida
hacia arriba. Se sutura como un injerto incrustado, lo que permite que el epitelio corneal

crezca sobre ella.

4. Técnica de sandwich: es una combinacion de los dos métodos anteriores en la

misma cornea.
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2.9.7. USOS EN ENFERMEDADES OCULARES

El uso de la membrana amniodtica en oftalmologia fue descrito por primera vez en
1940 (DE ROTTH, 1940). La membrana se utilizé para la reconstruccion conjuntival en
un simbléfaron. En la misma década se describieron casos de su uso como parche
temporal en quemaduras oculares agudas (SORSBY, 1946, 1947). Ya en la década de
1960, se mencion6 como un material potencialmente adecuado para el uso inmediato tras

una quemadura ocular (ROPER-HALL, 1965).

En la década de los 90 su uso fue reintroducido (BATLLE, 1993; KIM, 1995) y a
partir de esta fecha se han realizado multiples estudios para diversas situaciones que
incluyen problemas conjuntivales, corneales y otras localizaciones oculares y

perioculares tales como:

1.- Quemaduras oculares: el trasplante de membrana amniotica se ha propuesto
para el tratamiento de quemaduras oculares en el restablecimiento de la superficie
conjuntival y corneal, ya por sus propiedades antiinflamatorias y anticicatrizantes
disminuye la inflamacion estromal y previene la formacion de simbléfaron (TAMHANE,
2005; LO, 2013). Se determind que es mas efectiva para las quemaduras de grado
moderado que para las graves: esto se explica porque las quemaduras graves estan
asociadas con isquemia limbal extensa y con deficiencia de células madre TANDON

(2011).

2.- Ulceras superficiales no infectadas refractarias: en este grupo se incluye la
mayoria de las ulceras neurotrdficas. Aunque la recuperacion visual no es perfecta, ya
que, cuando se reabsorbe, la membrana, es sustituida por tejido fibroso (GRIS, 2002), el
uso del trasplante de membrana amnidtica se ha reconocido como un tratamiento efectivo

para controlar el dolor en este tipo de tlceras (MORKIN, 2018),

3.- Ulceras profundas: en este tipo de tlceras, las técnicas que mas se utilizan
son la multicapa o la sindwich. El objetivo es el de cubrir y ayudar a la epitelizacién sobre
la Ulcera. En el caso de la técnica sdndwich cubrir el area del limbo promueve la
proliferacion de las células madre (LIU, 2019). Se han descrito usos en ulceras de

diferente profundidad, incluida la perforacion (FAN, 2016; COSTA, 2019).

4.-Ulceras infecciosas: estudios realizados en ulceras estromales, con presencia

de bacterias o herpes han demostrado que el uso de la membrana amnidtica mejora la
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agudeza visual en los casos en lo que la infeccion es bacteriana, no asi en la herpética.
Aun asi, se recomienda el uso de este tratamiento ya que, por sus caracteristicas
antiinflamatorias, brinda a los pacientes con cicatrices corneales una oportunidad para

una posible queratoplastia futura (ALTAY, 2016).

S.-Deficiencia de células madre limbales: diversas situaciones o enfermedades
oculares provocan un déficit de células madre limbales, el uso de la membrana amniotica
estd indicado para apoyar la regeneracion de la lesion en combinacion con otras técnicas
quirargicas o incluso para apoyar la expansion in vivo o ex vivo de estas células. Aunque
la membrana amnidtica no las posee por si misma, se ha demostrado que ayuda a la

regeneracion de las células madre (SABATER, 2017; LIU, 2019).

6.- Excision de tumores: la membrana amnidtica se ha utilizado de una manera
efectiva para la reconstruccion de defectos tras la eliminacion de tumores de diferentes
tipos y en diferentes localizaciones del globo ocular, como nevus conjuntivales, y

carcinomas de células escamosas corneales, entre otros (GOKTAS, 2017; XIE, 2018).

7.- Pterigium: en este caso, se recomienda el uso de la membrana amnidtica para
la reconstruccion tras su eliminacidn, ya que es una técnica instrumentalmente menos
tediosa que las empleadas tradicionalmente; reduce la recurrencia y no se utiliza
conjuntiva del paciente, conjuntiva que pudiera necesitarse para posibles futuras

intervenciones (ROSEN, 2018).

8.- Otras enfermedades de la superficie ocular: entre otras, destacamos el uso
del trasplante de la membrana amnidtica en pacientes que presentaban el sindrome de
Sjogren, donde esta técnica consiguio la reduccion del dolor y de la sensacion de cuerpo
extrafio (SHAFER, 2019). La reduccién en el dolor fue el mismo resultado positivo que

se obtuvo tras aplicar esta técnica en casos de queratopatia bullosa (SIU, 2019).

2.10. TECNICAS AVANZADAS DE DIAGNOSTICO POR
IMAGEN CORNEAL

En la exploracion oftalmoldgica basica, estan incluidos los instrumentos que
posibilitan una correcta observacion del globo ocular y sus anexos sirviendo de soporte
para el diagnostico de posibles alteraciones. El biomicroscopio con lampara de

hendidura es el instrumento dptico por excelencia utilizado para la exploracion de la
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cornea. Combina un sistema de magnificacion e iluminacion que puede ser utilizado para
explorar una gran variedad de caracteristicas Opticas y microscopicas del ojo del paciente,
como las distintas capas de la cornea, asi como de otras estructuras como los parpados, la

conjuntiva y el cristalino (MAGGS, 2009).

Los avances recientes en la obtencion de imagenes corneales han permitido un
diagndstico més objetivo y un mejor control de la enfermedad, ademas de proporcionar

una valiosa orientacion para el progreso del tratamiento (SHIH, 2019).

Estos avances muestran un inmenso potencial para proporcionar una visualizacion
objetiva, de alta resolucion e integral, de las estructuras y patologias corneales. La
aplicacion a diferentes campos, en el futuro, es altamente probable, pero antes deben
superarse las limitaciones técnicas y economicas de los instrumentos, asi como las
basadas en las habilidades del explorador. Cualquier intento de reemplazar las técnicas
de imagen tradicionales con estas técnicas mas nuevas deberia estar respaldado por la

evidencia de estudios clinicos solidos (SHIH, 2019).

Entre estas nuevas técnicas destacan: la topografia, la microscopia confocal, el
micoscopio especular, la biomicroscopia por ultrasonido y la tomografia de coherencia

optica (MARTIN, 2018).

2.10.1. TOPOGRAFIA

La topografia corneal se utiliza para caracterizar la forma de la cornea,
especificamente, su superficie anterior. La mayoria de los sistemas topograficos corneales
se basan en un disco de Placido que analiza los anillos que se reflejan en la superficie

corneal. La superficie corneal posterior no se puede explorar con esta tecnologia (FAN,

2018).

Topografo corneal. Imagen obtenida en www.topcon-medical.es
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En este grupo se encuentra la topografia basada en el disco de placido, topografia

de evaluacion de escaneo en hendidura y la topografia de barrido

2.10.1.1. Topografia basada en el disco de Placido
Aunque este tipo de tecnologia se comenzo6 a desarrollar siglos antes, en 1880,
Antonio Placido desarrolld un queratoscopio, el llamado “disco de Placido”, utilizando
un objetivo circular de anillos concéntricos alternos de luz y oscuridad con una abertura
central, para observar y fotografiar los reflejos corneales de estas bandas claras y oscuras,
por lo que es universalmente reconocido como el inventor del queratoscopio de mano y

el fotoqueratoscopio. (LEVINE, 1965; SEITZ, 1997; COURVILLE, 2004).

El desarrollo del analisis computarizado a fines del siglo XX permiti6 el analisis
cualitativo de las imagenes fotoqueratoscopicas: gracias al analisis informatico de la
informacion recibida de miles de puntos de la cérnea anterior, este dispositivo es capaz
de describir la curvatura corneal anterior y realizar un mapa topografico codificado por
colores de la cornea, en el que los poderes dioptricos bajos estan representados por azules
y verdes, colores frios; y los poderes didptricos altos estan representados por amarillo,

naranja y rojo ,colores calidos (MARTIN, 2018).

La videoqueratoscopia basada en disco de Placido es una tecnologia
revolucionaria, que ha evolucionado y ha desarrollado dispositivos de disco de Placido
mas sofisticados. Desde su introduccion se ha convertido en una técnica primordial en la
evaluacion de la superficie corneal anterior con una amplia gama de aplicaciones para

ampliar la comprension de la forma de la cornea (ORTIZ-TOQUERO, 2016, 2017).

Es de suma importancia en el diagnostico de enfermedades ectasicas corneales
como el queratocono, en el seguimiento de casos con lentes de contacto permeables a
gases, la ortoqueratologia, el calculo de lentes intraoculares, el seguimiento
postqueratoplastia, la evaluacion de aberraciones refractivas y la evaluacion del ojo seco

entre otras (BRODY, 1994).

La tecnologia de disco de Placido se puede combinar con otras tecnologias como
el aberrémetro de trazado de rayos, para construir un sistema multifuncion que combine
la topografia y las aberraciones oculares completas: Este dispositivo captura la imagen de

los anillos de disco de placido reflejados de la superficie anterior de la cdrnea y
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proporciona refractometria, queratometria y pupilometria, para medir la calidad de vision

de los pacientes (GATINEL, 2006; GUALDI, 2009).

Las principales desventajas de los topdgrafos basados en placido incluyen la
ausencia de informacién sobre la superficie corneal posterior y la cobertura limitada de
la superficie corneal (aproximadamente al 60%), obviando datos importantes de la

superficie corneal paracentral y periférica (BELIN, 2009).

2.10.1.2. Topografia de barrido
Esta tecnologia de imagen del segmento anterior se desarrolld a fines de la década
de 1990 y es la primera en medir las superficies corneales anterior y posterior. Es capaz
de reconstruir una imagen tridimensional de la cdérnea proporcionando un mapa

topografico de sus superficies.

Este método diagnostico combina el principio de un biomicroscopio con ldmpara

de hendidura con un disco de Placido (CAIRNS, 2005).

El andlisis matematico de la rendija de la luz reflejada y refractada de las dos
superficies corneales permite su reconstruccion por triangulacion de trazado de rayos:
dado que las superficies anterior y posterior se miden al mismo tiempo manteniendo su
relacion entre si, la paquimetria global de la cornea se proporciona sin contacto

(MARTIN, 2018).

2.10.1.3. Topografia tipo Scheimpflug
El principio de Scheimpflug describe la condicion de imagen Optica cuando el
plano de un objeto no es paralelo a la pelicula de la cdmara: esto obtiene una ventaja, que
es la de lograr una gran profundidad de enfoque. DREWS (1964) introdujo este principio
en el examen del segmento anterior del ojo. Posteriormente, estas imagenes se utilizaron
para evaluar la transparencia Optica del ojo anterior (cornea y cristalino), la medicion del

radio corneal (DUBBELMAN, 2002), el grosor corneal (O’'DONELL, 2005) entre otros.

Los dispositivos de imagen Scheimpflug son especialmente utiles para la
evaluacion de la porcion anterior del ojo ya que describe diferentes parametros corneales
y aumenta el rango de aplicacion clinica en el diagnodstico de la enfermedad ectésica,
como el queratocono, el seguimiento de pacientes antes y después de una cirugia
refractiva, el calculo de potencia de LIO y el ajuste de lentes de contacto entre otros

(HASHEMLI, 2010, DE JONG, 2017, 2013).
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Se han desarrollado dispositivos combinados Placido y Scheimpflug para obtener
simultdneamente, datos de topografia corneal anterior y posterior, paquimetria corneal
completa, densitometria del cristalino y otros (MILLER, 1994; MENASSA, 2008;
MARTIN, 2018).

2.10.2. MICROSCOPIA ESPECULAR
El microscopio especular permite el andlisis cuantitativo cualitativo y
morfométrico del endotelio corneal de forma no invasiva utilizando la reflexion especular

(MANEA, 2011).

Imagen de cornea humana obtenida con microscopia especular. Imagen obtenida en

www.topcon-medical.es.

Los primeros estudios, que datan de principios del siglo XX, describen el uso de
la luz refleja especular con la ldmpara de hendidura para observar el endotelio corneal

(VOLT, 1920).

Los microscopios clinicos especulares se basan en el microscopio de laboratorio
disefiado por MAURICE (1968) para proporcionar una vista de gran aumento de la luz

reflejada especular desde el endotelio corneal.

El reflejo especular ocurre en una interfaz en la que los indices de refraccion del
sujeto de estudio y el observador presentan el mismo angulo de incidencia (McCAREY,

2008).
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Existen diversos estudios en los que se justifica el uso de esta técnica para el
diagnostico o seguimiento de diversas alteraciones corneales tales como las queratitis en
archipi¢lago (ORUCOGLU, 2017), las queratopatias diabéticas (LIABOE, 2017), las
distrofias corneales y el queratocono (MYLONA, 2019), asi como en el preoperatorio de

la cirugia de cataratas (SHARMA, 2017).

2.10.3. MICROSCOPIA CONFOCAL
El microscopio confocal es una categoria de microscopio especular en el que el
objetivo y la lente del condensador tienen el mismo punto focal. A diferencia del

microscopio convencional, tiene una resolucion mas alta y puede escanear todas las capas

corneales (MANEA, 2011).

Este tipo de microscopio se comenzo a idear en la década de 1950 pero no fue
utilizado hasta al menos 2 décadas después, gracias al uso de los ordenadores, el laser y
el procesamiento digital de las imagenes (SHEPPARD, 1997). A partir de ese momento
se ha usado en investigacion, incorporandose a técnicas como la inmunofluorescencia y

la construccidon de iméagenes tridimensionales (JAVALOY, 2005).

Las aplicaciones en oftalmologia se pueden encontrar tanto en la determinacién
de la morfologia corneal normal, como en la evaluacion pre y postoperatoria de la cirugia
corneal: en los ultimos afios, este dispositivo se ha convertido en una herramienta

imprescindible en la cirugia refractiva corneal (JAVALQOY, 2005).

Plexo subbasal en una cornea de conejo analizada con microscopia confocal.

Imagen obtenida de Marfut et al, 2019. Invest Ophthalmol Vis Sci 2;60(15):4972-84.
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La ventaja principal que tiene con respecto a la microscopia optica convencional
es que las imagenes obtenidas no presentan emborronamiento fuera de foco por lo que se
pueden obtener cortes Opticos seriados de manera no invasiva, en muestras e incluso en
organismos vivos, eliminando la necesidad de realizar procedimientos de corte y
procesado de muestras. Otras ventajas incluyen el aumento significativo en la resolucion
lateral y la posibilidad de procesar las imagenes, gracias a la informadtica, para obtener
imagenes de alta resolucion y lograr una reconstruccion tridimensional o topografica de

las superficies (BOYDE, 1983, 1986).

2.10.4. BIOMICROSCOPIA POR ULTRASONIDO
El ultrasonido proporciona iméagenes en seccion transversal en tiempo real,

incluso en presencia de estructuras intermedias dpticamente opacas.

Desde la década de los afios 50, se comienza a investigar en el uso del ultrasonido
para el diagnodstico ocular (MUNDT, 1956). Desde casi el inicio de uso de este
instrumento, la frecuencia de ultrasonido mas utilizada rondaba los 10MHz, que, aunque
aun es util para el diagnostico de muchas alteraciones oculares, se ha visto superada por
otras técnicas, como la biomicroscopia por ultrasonido y la OCT que ofrecen mayores

ventajas (SILVERMAN, 2009).

A principios de la década de 1990, se desarroll6 la biomicroscopia por ultrasonido
(UBM). Su tecnologia implica el uso de frecuencias mucho mas altas (35-50 MHz) que
las utilizadas en los escaneres oftdlmicos convencionales. La mejora resultante en la
resolucion acerca al UBM a cumplir con los criterios de dispositivo de imagen ideal

(PAVLIN, 1990, 1991).

Los sistemas de biomicroscopia por ultrasonido son adecuados para obtener
imagenes de practicamente toda la anatomia y la patologia del segmento anterior, incluida
la cornea, el angulo iridocorneal, la cdmara anterior, el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino.
Los examenes se pueden realizar directamente sobre la cornea y la esclera tras la
aplicacion de anestesia topica. Incluso se puede realizar a través de los parpados cerrados,
especialmente en casos de traumatismos, aunque a costa de una reduccidon en la

sensibilidad instrumental (SILVERMAN, 2009).
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Imégenes de biomicroscopia por ultrasonido de coérneas humanas. Imagenes obtenidas de

www.opticare.com

2.10.5. TOMOGRAFIiA DE COHERENCIA OPTICA

La tomografia de coherencia Optica, conocida también como OCT, es una técnica
de imagen no invasiva que no precisa contacto y que proporciona imagenes in vivo de
estructuras anatémicas (IZATT, 1994). En el ojo, estd ampliamente demostrado su

utilidad para la exploracion de la cornea, el cristalino, el iris la retina y el nervio optico

(SHAN, 2019).

Esta técnica permite obtener imagenes transversales y/o en tres dimensiones de
tejidos bioldgicos. El rango de resolucion es de 1-15um y puede lograrse una profundidad
de penetracion de 2 a 7 mm, (normalmente estd limitada por la atenuacion de la sefial).
La OCT tiene una resolucion mas fina, pero con menor penetracion de profundidad que
la ecografia; y una resoluciéon mas baja pero una penetraciéon mas profunda que la
microscopia confocal. Lo que hace que la OCT pueda ser catalogada como una

herramienta til para la obtencion de imagenes oculares (FUJIMOTO, 2000).

El principio en el que se basa la OCT es la interferometria de baja coherencia. Esta
técnica consiste en la retrodispersion de la luz infrarroja a medida que viaja a través las
diferentes estructuras oculares: la luz emitida por una fuente es reflejada por el tejido a
través del cual viaja. La luz reflejada es detectada por un sensor, que luego lo combina
con una luz procedente de un haz de referencia (SHAN, 2019). La resolucion de la OCT
depende de la longitud de onda central y del ancho espectral de la fuente de luz. A medida
que aumenta la longitud de onda de la fuente de luz, disminuye la resolucion axial, por lo
que, a medida que aumenta la apertura numérica en el dispositivo, disminuye la

profundidad de enfoque (ANG, 2018).
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2.10.5.1. Tipos de dispositivos de OCT
Actualmente, se encuentran en el mercado tres tipos de dispositivos de OCT: de

dominio temporal, de dominio espectral y de fuente barrida.

1. OCT de dominio temporal (Time-domain): este tipo consiste en una fuente
de luz de baja coherencia, que emite una luz que se divide en un haz de referencia y uno
de muestra gracias a un divisor de haz. Los dos brazos se combinan y se conducen a un
detector de puntos: cuando la longitud de referencia y la de reflexion procedente de la
muestra son similares en longitud, la intensidad del haz combinada es alta, produciendo
una sefial medible. Para conseguir imagenes en 2D o 3D, los haces deben moverse a
diferentes posiciones, como esto lleva un tiempo realizarlo, se han desarrollado otras

técnicas que reducen los tiempos de exploracion (SHAN, 2019).

2. OCT de dominio espectral (Fourier-domain): el disefio es similar al anterior,
pero en esta ocasion, el espejo de referencia permanece estacionario y la interferencia
entre la referencia y los brazos de muestra se detecta como un espectro. Los brazos de
referencia y de muestra se combinan y los componentes espectrales se separan mediante
una rejilla de difraccidon que es capturada por una camara acoplada. Esta técnica captura

la profundidad en una sola imagen (SHAN, 2019).

3. OCT de fuente barrida (Swept-source): esta es una forma derivada de la
tecnologia de dominio espectral: en este caso, la longitud de onda de la fuente es de luz
barrida y es capturada por un detector de puntos. En este tipo de dispositivos, proporciona
una exploracion Optica sin partes méviles, por lo que son posibles tasas de adquisicion de

hasta varios MHZ (SHAN, 2019).

2.10.5.2. OCT de segmento anterior
Esta forma de aplicacion de la OCT utiliza una tecnologia adaptada para la
obtencién de imagenes de la superficie ocular y del segmento anterior (DAS, 2019;

SHAN, 2019).

Para obtener las imagenes en esta porcion del ojo, se requiere mayor amplitud y
profundidad de exploracion que los que se usan tipicamente en el segmento posterior. Son
preferibles las fuentes de onda de mayor longitud ya que proporcionan una mayor
profundidad de penetracion (ANG, 2018). Las mediciones procedentes de diferentes

aparatos no deben considerarse intercambiables, porque éstos pueden diferir en su
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tecnologia OCT, algoritmos e indices de refraccion, entre otros (SHAN, 2019). Requiere
una mayor anchura y profundidad de exploracion que la que se utiliza normalmente en el

segmento posterior.

2.10.5.3. OCT-angiografia
Esta modalidad de OCT (OCT-A) se introdujo para la visualizacion de la
vascularizacion de la retina y la coroides sin el uso de colorantes intravenosos como la

fluoresceina y el verde de indocianina (SIDDIQUI, 2019).

El principio en el que se basa es el contraste de movimiento intravascular
calculando las diferencias en la intensidad de sefial entre exploraciones secuenciales
realizadas en una misma 4rea. Detecta el movimiento de los glébulos rojos
independientemente de su direccion, a la vez que elimina la informacion estatica
(estructural). Es decir, obtiene informacion directamente de los glébulos rojos, en
contraste con los métodos que utilizan colorantes intravenosos, que usan el plasma. Las
areas de "no perfusion" en OCT-A son en realidad areas sin movimiento de globulos rojos
en el momento de la adquisicion de imagenes; o areas donde el flujo sanguineo esta por
debajo del umbral minimo detectable por lo que dichas areas no deben considerarse como

fallos u obstrucciones en la vascularizacion (SIDDIQUI, 2019).

La ventaja de esta tecnologia es que es no invasiva y sin contacto. Tampoco hay
limite de tiempo o ventana especifica para la obtencidon de imégenes, como si ocurre con

los colorantes intravenosos (SIDDIQUI, 2019).

Las limitaciones que presenta la OCT-A son de diversa naturaleza, ya que existen
multiples fuentes de artefactos capaces de proyectar sombras y bloquear el retorno de la
iluminacion de la retina (RODRIGUEZ, 2018; HOLLO, 201 8). Por otro lado, en ojos con
miopia alta, los rayos de luz pueden no ser perpendiculares a la superficie de la retina, lo
que conduce a que se produzcan artefactos (RODRIGUEZ, 2018). Ademas, esta
modalidad de OCT presenta una capacidad limitada para detectar fugas vasculares, lo que
puede limitar su uso. La falta de uniformidad en los protocolos de adquisicion y en la
interpretacion de las imdgenes, son factores limitantes a tener en cuenta (RODRIGUEZ,

2018).
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2.10.5.4. Usos generales de la OCT en oftalmologia
Multiples estudios han demostrado el amplio abanico de usos de la OCT en la
oftalmologia moderna. En cuanto al uso en el segmento anterior destaca el diagnostico,
cuantificacion y seguimiento de alteraciones corneales como la distrofia de membrana

basal (KUO, 2019), cuerpos extrafios corneales (ARMARNIK, 2019), el queratocono, las

queratitis microbianas y diversas neoplasias de la superficie ocular (SAHN, 2019). Esta
técnica diagnostica no solo es utilizada en la especie humana, su uso es cada vez mas
comun en animales como caballos (BLANCHARD, 2019) y perros (HOEHN, 2018),

entre otros.

Ademas, esta técnica se ha utilizado de manera experimental para poder estudiar
el proceso de cicatrizacion corneal (PANTALON, 2019). Asi mismo, esta demostrada su
utilidad en el estudio de malformaciones prenatales en modelos embriologicos (DUMAN,

2019).

La OCT se usa como apoyo en la cirugia del segmento anterior como las
queratoplastias lamelares (LIU, 2019), las biopsias corneales (SCHMIDT, 2019) y la
cirugia refractiva en las que se usa el LASIK (SHAN, 2019). En la cirugia de cataratas su
utilidad esta demostrada en la evaluacion de los posibles cambios que se producen en la
cornea tras las incisiones iniciales (CHAVES, 2019) y como ayuda para decidir qué lente

intraocular utilizar (SHAN, 2019).

Una de las alteraciones en las que se puede usar la OCT es el glaucoma, tanto para
su diagnoéstico y prondstico, con la determinacion de las medidas de las estructuras del
angulo iridocorneal y la capacidad del drenaje del humor acuoso a través ellas, como para
el asesoramiento en diversas intervenciones que puedan ayudar a solucionarlo (PILAT,

2019; SHAN, 2019).

Con respecto a la angio-OCT, su uso estd encaminado al diagndstico y
seguimiento de alteraciones que incluyan vascularizacion entre sus signos clinicos. En el
caso de la cornea, esta demostrado su uso en queratopatias lipidicas, neovascularizaciones
asociadas a injertos y queratitis herpéticas, ademas de casos con deficiencia de células

madre limbales (SIDDIQUI, 2019).
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Asimismo, este tipo de dispositivos son muy utiles para la evaluacion de la
vascularizacion conjuntival e intraescleral y puede jugar un papel importante en la
comprension del flujo sanguineo de la superficie ocular, asi como del humor acuoso

(AKAGI, 2018).

Otra de las estructuras que se puede evaluar con este tipo de técnica es el iris,
siendo muy util para monitorizar la existencia de masas, entre las que se incluyen los
melanomas, nevus y quistes epiteliales pigmentados, entre otros. El uso esta encaminado
a la evaluacion de una posible evolucion o posible malignizacion, asi como a valorar la

respuesta a diversos tratamientos (SKALET, 2017).

Tipos de OCT. Imagen obtenida de SHAN, 2019. Asia-Pacific Journal of Ophthalmology 8, 2:146-57.
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3. MATERIAL Y METODOS

Este estudio fue verificado y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad

de Las Palmas de Gran Canaria (OEBA-ULPGC 08/2016).

3.1. SUJETO DE ESTUDIO

La especie utilizada en este estudio fue el conejo, Oryctolagus cuniculus,
pertenecientes al orden Lagomorpha. Animal comun en la investigacion de laboratorio al
ser manejables, ocupar poco espacio y de mantenimiento econdémico. Ademas, al tratarse
de un estudio oftalmologico, el ojo del conejo representa un modelo ampliamente
estudiado en dicha disciplina. Asimismo, debido a su popularidad como mascota, el
conejo doméstico es un paciente comun en la practica veterinaria diaria.

Todos los individuos eran de la raza “New Zealand”, que se caracteriza por
presentar una longitud de mediana a grande, con un cuerpo ancho, musculoso y profundo.
Los machos adultos pueden alcanzar los 4,5-5,4 kg y las hembras 4,1-5,0 kg.

El namero total de sujetos en el estudio fue de dieciocho, todos adultos, que
presentaban una buena condicion fisica y clinicamente sanos es decir sin signos externos
de enfermedad y actitud y actividad normales.

Los individuos se estabularon en el animalario de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la ULPGC, en un entorno controlado y aislados de otros animales de la misma
especie, asi como de otras especies. Cada uno tenia su propia jaula y contaba con agua y
comida ad libitum, con un pienso comercial especialmente formulado para este tipo de

animales que cubria correctamente las necesidades energéticas y nutricionales.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

3.2.1. OBJETIVO

El objetivo de este estudio experimental es el de valorar de distintas maneras
(clinicamente, mediante OCT e histologia) el proceso de cicatrizacion corneal,
comparando su evolucion tras la aplicacion, o no, de un tratamiento de recubrimiento con

membrana amniotica deshidratada.
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3.2.2. DISENO

Este estudio fue realizado en ojos de conejos sometidos a una queratectomia de
una profundidad determinada en ambos ojos a los que se les realizo el injerto de
membrana amniotica en uno de ellos.

Los conejos se separaron aleatoriamente en tres grupos de seis individuos cada
uno: el “Grupo 1” comprendia los individuos del 1 al 6; el “Grupo 27, del 7 al 12; y el
“Grupo 37, del 13 al 18.

El grupo 1 fue estudiado después de la primera semana tras el procedimiento

quirtrgico; el grupo 2, después de dos semanas; y el grupo 3, después de 4 semanas.

TIEMPOQ DE ESTUDIO (semanas)
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3.2.3. PREPARACION PREQUIRURGICA

Todos los conejos fueron anestesiados utilizando el mismo protocolo. Tras
pesarlos, se calcularon las dosis de farmacos a administrar, que se cargaron en una misma
jeringuilla. El protocolo utilizado fue el siguiente:

e 50 microgramos/kg de Medetomidina (Dormisan®, Fatro)

e 5mg/kg de Ketamina (Imalgene 1000®, Merial)

e 0.2 mg/kg de Butorfanol (Torbugesic®Vet, Zoetis)

e 0.5 mg/kg de Midazolam (Midazolam, Normon)

La aplicacion fue subcutanea en la zona interescapular, con una aguja hipodérmica

de 25G. Con este protocolo se consiguid que los animales se pudieran manipular
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correctamente y gracias al efecto de la ketamina, que el globo ocular quedara centrado y
relativamente fijo, lo que permitido que la intervencién quirdrgica se realizara sin la
necesidad de la aplicacion de otros farmacos con los que se obtiene este efecto, como los
bloqueantes neuromusculares.

Después de 20 minutos, y tras comprobar que los individuos se encontraban lo
suficientemente relajados, se cateterizd una vena auricular con una canula de 24G
(Introcan®, Bbraun) para permitir la administracion de cualquier medicacion de rescate
de urgencia, o un bolo de Propofol, si fuera necesario, a fin de mantener un plano
anestésico ideal para realizar la intervencion.

Una vez se encontraban relajados, todos los animales se colocaron en decubito
lateral, en este momento se procedio a la limpieza del campo quirtrgico, instilando
previamente una gota de anestésico topico (Colircusi anestésico doble®, Alcon). Después
de 3-5 minutos, se limpiaron los 0jos con una solucion de Povidona Yodada (5%). Tras
el lavado quirtrgico de manos y la colocacion de guantes estériles, se prepard el campo

quirtrgico con pafios estériles de un solo uso (Foliodrape®, Bbraun).

3.2.4. METODO QUIRURGICO
Se utiliz6 material quirrgico esterilizado de un unico uso o, alternativamente se

esterilizd previamente con autoclave (Statim 2000S®, Scican).

El uso de un blefarostato de Castroviejo posibilito la correcta visualizacion de la

cornea.

Con la ayuda de unas gafas lupa de 3.5x como método de aumento, en todos los
individuos ser realizo un defecto estromal controlado en ambos ojos. Para que en todos
los casos fueran del mismo didmetro y profundidad, se utilizé un trepano de vacio de 7

mm de didmetro de un solo uso (Clear-vue®, Moria).
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El espesor de la queratectomia fue el mismo en todos los casos: la profundidad
decidida fue de 200 micras, que es aproximadamente la mitad del espesor corneal total
en la especie de estudio. Antes de proceder a la realizacién de la queratectomia, el
queratotomo se regula a la profundidad de corte deseada, lo que se consigue girando la
rueda central que tiene el dispositivo.

Después de posicionar el trépano en el centro de la cérnea, con la ayuda de la

jeringa de la que viene provista el dispositivo, se genera vacio entre éste y la cornea.

Colocacion del trépano

A continuacion, se procede a girar la rueda del trépano hasta el tope seleccionado
previamente. Una vez alcanzado, se desbloquea la jeringa: de esta forma se pierde el vacio
entre el dispositivo y la cornea permitiendo que se separen suavemente.

Para separar el botén de coérnea trepanado, se utilizan unas pinzas corneales

Bishop-Harmon y un bisturi biselado (Crescent Knife®, Alcon)

Separacion del boton corneal
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Resultado

3.2.5. MEMBRANA AMNIOTICA

3.2.5.1. Descripcion del producto utilizado
La membrana amnidtica utilizada en todos los ojos fue de origen humano,
deshidratada, de 0,2 mm de espesor (Visio-Amtrix®, TBF-Tissue engineering).
La membrana amniotica se suministra en envases individuales esterilizados que
contienen una ldmina de membrana de 40x40 mm, cuya conservacion se puede realizar a

temperatura ambiente.

3.2.5.2. Técnica de colocacion
Se coloc6 una tnica capa de membrana de 8 mm de didmetro sobre el defecto
corneal realizado exclusivamente en los ojos izquierdos (OS): de esta forma el OD actia

como control en el mismo individuo de estudio.

En la mitad de los individuos (1, 2, 3, 7, 8, 9, 13, 14 y 15), el lado epitelial de la
membrana se coloco en contacto con la tlcera estromal; y en la otra mitad (4, 5, 6, 10,
11, 12, 16, 17 y 18), el estroma del defecto estaba en contacto con la matriz estromal de

la membrana amniotica.
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COLOCACION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA
INDIVIDUOS

EPITELIAL ESTROMAL

La membrana se uni6 con pegamento tisular (OcuSeal®, Beaver-Visitec
International): siguiendo las instrucciones del fabricante se mezclaron previamente las
dos fracciones del mismo, y se cubrid la superficie corneal con una fina capa del
pegamento, con la ayuda del pincel del dispositivo.

El pegamento se comercializa esterilizado de manera individual, y cada uno sirve

para un inico uso.
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Membrana adherida con pegamento

Para evitar la reaccion corneal secundaria, en la fijacion de la membrana amnidtica
se evitd el uso de puntos de sutura, colgajos o lentes de contacto, lo que posibilitd
visualizar directamente la cornea, permitiendo la evaluacion de la reaccion inflamatoria

y la reparacion sin interferencias.

3.2.6. MANEJO POSOPERATORIO

Todos los sujetos fueron tratados con una gota, cada 12 horas, de antibidtico
topico (Ofloxacina 0.3%; Exocin®, Allergan) y lagrimas artificiales (Systane®, Alcon),
hasta que se logro la epitelizacion completa.

Simultaneamente se instaurd un tratamiento sistémico via subcutanea, cada 12
horas, durante los tres primeros dias postoperatorios. Como analgésico, se aplico
Buprenorfina, a 0.03mg/kg (Buprecare®, DFV). Para evitar los problemas digestivos
derivados del manejo se administro6 Metoclopramida, a 0.5 mg/kg (Primperan®, Sanofi)

y Ranitidina, a 2 mg/kg (Ranitidina, Normon).

3.3. EVALUACION DE LOS SIGNOS CLINICOS

3.3.1. OBJETIVO

El objetivo de esta parte del estudio fue la valoracion de los signos clinicos, que
pueden encontrarse a lo largo del proceso de curacion de una ulcera corneal con el fin de
comparar la existencia de diferencias entre la colocacion o no de la membrana amniotica,

de la forma que se ha detallado anteriormente.
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3.3.2. METODOLOGIA DE ESTUDIO
Todos los ojos se evaluaron mediante observacion a distancia y con una lampara
de hendidura, diariamente durante la primera semana y dos veces por semana, hasta la

finalizacion del estudio.

3.3.3. OBTENCION DE DATOS
Los datos fueron recopilados por un tunico observador, de acuerdo con el siguiente

cronograma.

DIAS DE EXPLORACION

1301 15 16|07 |18 (1 20 | 2| 2| M| 25227 W W N

3.3.4. REGISTRO DE LOS SIGNOS CLINICOS

En los dias sefalados se obtuvieron datos para los siguientes signos clinicos:
Vascularizacion corneal superficial.

Vascularizacion corneal profunda.

Secrecion.

Disconfort.

Edema corneal.

Blefarospasmo.

Congestion conjuntival

® NS kWD =

Hipopion.
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El grado de presentacion fue cuantificado, subjetiva e individualmente, para poder
valorar con mayor detalle los signos clinicos del paciente. Los valores aplicados y sus
significados fueron los siguientes:

e Elvalor “0”: ausencia.
e El valor “1”: presentacion leve.
e El valor “2”: presentaciéon moderada.

e El valor “3”: presentacion intensa.

Vascularizacion superficial
Vascularizacion profunda
Secrecion

Disconfort

Edema corneal
Blefarospasmo

Congestion conjuntival

1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
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3.4. TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA (OCT)

3.4.1. OBJETIVO
El uso de esta tecnologia tiene por objetivo evaluar y cuantificar el proceso de
curacion de una tlcera corneal y poder comparar si existen diferencias en este proceso

entre los 0jos a los que se les aplico la membrana amnidtica o no y la manera de colocarla.

3.4.2. METODOLOGIA DE ESTUDIO
La obtencion de numerosas medidas, en puntos determinados de cada muestra,
permitid obtener informacidn suficiente sobre el grosor o espesor corneal; y sobre la

presencia y el tipo de edema corneal existente.
3.4.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

3.4.3.1. Dia de obtencion de las muestras
Dependiendo del grupo de pertenencia del individuo se procedié a realizar una
eutanasia humanitaria en los siguientes dias:

¢ Grupo 1: dia 8 posqueratectomia.
e Grupo 2: dia 15 posqueratectomia.

¢ Grupo 3: dia 30 posqueratectomia.

3.43.2. Meétodo de eutanasia

En cada grupo, el dia seleccionado se procedi6 a pesar a los individuos y a calcular
la sedacion, utilizando el mismo protocolo que durante el proceso preoperatorio.

Tras esperar 20 minutos a que se produjera una relajacion suficiente, que
permitiera la manipulacion tranquila del individuo, se procedid a cateterizar una vena
auricular con una canula de 24G (Introcan®, Bbraun).

Una vez canulada la vena, se administr6 una solucién de Tiopental soédico
(Tiobarbital®, Bbraun), suficiente para producir una parada cardiorrespiratoria. Durante
los 5 minutos siguientes se realizaron multiples comprobaciones de la parada
cardiorrespiratoria, asi como de la ausencia de reflejo corneal, tras lo que se certifico la

muerte del animal.
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3.4.3.3. Enucleacion

Tras la eutanasia, se procedid a realizar una enucleacion bilateral en todos los
individuos.

La técnica utilizada fue la transconjuntival: con el uso de unas tijeras de Stevens
y unas pinzas Micro-Adson, se procedio a desbridar la conjuntiva bulbar, exponiendo la
esclera y la insercion de los musculos extraoculares, que fueron desinsertados a
continuacion. Por ultimo, se secciond el nervio Optico, separando el globo ocular
completamente de la 6rbita.

Los globos oculares fueron almacenados en botes contenedores individuales,
debidamente identificados con el nimero del individuo y el ojo del que se trataba. En el
interior de los botes solo se colocd una gasa sobre la que reposaba el globo ocular. Sobre

la cornea se aplico una gota de lagrima artificial para protegerla.

3.4.4. OBTENCION DE DATOS
El modelo de OCT utilizado en el presente estudio fue Stratus Cirrus 500®, Zeiss.

Se uso6 el modo "camara anterior".

Las medidas de OCT se realizaron menos de una hora tras la enucleacion.
Inicialmente, se instilé una gota de lagrima artificial sobre la cornea para mejorar la

superficie de obtencion de la imagen. Para la obtencion de las medidas, un ayudante sujet6
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el globo ocular posiciondndolo de manera paralela al dispositivo y enfrentado al punto de
captura de imagenes.
Los datos obtenidos se almacenaron informaticamente, debidamente identificados

para su posterior analisis.

3.4.4.1. Registro de los valores de medidas corneales
1. Grosor corneal
Se realizaron diversas medidas en diferentes puntos de la cornea, para obtener
datos sobre la evolucion de la recuperacion corneal. Las medidas realizadas fueron las

siguientes:

e Espesor corneal normal: medida tomada en una zona de cornea normal.

e Espesor maximo de la ulcera: el grosor maximo adyacente al punto de la

incision de la queratectomia.

e Espesor central: el grosor en el medio de la queratectomia.
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2. Edema corneal

La OCT también proporciona datos sobre la presencia o no de edema lesional y/o
perilesional. Se define el edema como la zona en la que se observa la separacion de las
lamelas estromales.

Después de medir el grosor de estas zonas, y segun el grado del edema, las corneas

se clasificaron en cuatro grupos diferentes: de "0" a "3".

e Edema perilesional
Se definio el edema perilesional, como el edema encontrado en la zona periférica

a la queratectomia. Se clasifico de la siguiente manera:

— Edema perilesional “0”’: no existe edema.
— Edema perilesional "1": valores entre 400 y 500 micras.
— Edema perilesional "2": edema entre 500 y 600 micras.

— Edema perilesional "3": para casos de mas de 600 micras.

e Edema lesional
Por otro lado, el edema lesional se definidé como la presencia de edema en la zona

de la queratectomia. Se clasifico de la siguiente manera:

— Edema lesional “0”: no existe edema.
— Edema lesional "1": edema por debajo de 400 micras.
— Edema lesional "2": edema entre 400 y 500 micras.

— Edema lesional “3”: edema por encima de 500 micras.
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3.5. HISTOLOGIA

3.5.1. OBJETIVO

Con el objetivo de detallar el proceso de curacion de una tulcera corneal, se
estudiaron histologicamente diferentes areas de la cérnea, con sus tipos celulares, asi
como la existencia de cambios normales o andmalos del epitelio y el estroma en los
diferentes individuos. Asimismo, se buscaron diferencias entre los ojos a los que se les

aplicé o no la membrana, y la manera de aplicacion de la misma.

3.5.2. OBTENCION DE MUESTRAS

Después del analisis de OCT, los ojos se fijaron y conservaron en formaldehido
tamponado al 4%. Se realizaron cortes macroscopicos a nivel de la camara anterior,
incluyendo cornea, limbo y cristalino. La cornea fue seccionada centralmente e incluida
en parafina. Se obtuvieron cortes de 4 micras en un microtomo convencional y se tifieron

con hematoxilina y eosina (H&E).

3.5.3. METODOLOGIA DE ESTUDIO
Las 36 muestras corneales se estudiaron histolégicamente de manera individual,
se observaron con microscopio optico a 10, 20 y 40 aumentos y se recolectaron datos de

cuatro puntos diferentes del epitelio y el estroma corneal:

e Zona central: un punto en el centro de la queratectomia.

e Zona intermedia: un punto intermedio entre el centro y uno de los bordes del
defecto.

e Zona préxima 1: un punto cercano a uno de los bordes del defecto.

e Zona proéxima 2: un punto cercano al otro borde del defecto.
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Ademas, se evaluo el limbo esclerocorneal.

3.5.3.1. Registro de los datos histolégicos

En funcidén de la zona de estudio, se recopilaron y clasificaron los siguientes datos:

1. En el epitelio corneal

e Numero de capas celulares: se da un valor numérico, segun el nimero de capas.
e (Células basales: presencia (valor 1) o ausencia (valor 0).

e Membrana basal: presencia (valor 1) o ausencia (valor 0).

2. En el estroma corneal
e Queratocitos: en funcion de su actividad se clasificaron en:

o Maduros: valor 0. Son células sin actividad, normalmente se encuentran en
los estratos inferiores del estroma corneal, se caracterizan por presentar un
nucleo plano y alargado y estar separadas entre si.

o Relativamente inmaduros: valor 1. Queratocitos con nucleo alargado de
mayor tamafio y que aparecian en mayor numero y con menos separacion
entre ellos.

o Inmaduros: valor 2. Células con nticleos muy grandes y nucleolo evidente.

o Edema simple: se define como la separacion de las lamelas estromales, el espacio
entre ellas es transparente. Se clasifica en:

o Presencia: valor 1.
o Ausencia: valor 0.

e Edema con apariencia mixoide: se define como la separacion de las lamelas,
pero el espacio interlamelar no es transparente. Se intuye la presencia de
mucopolisacaridos. Se clasifica en:

o Presencia: valor 1.

o Ausencia: valor 0.
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e Disposicion perivascular: se define como la existencia de células endoteliales en
una disposicion que se asemeja a la de los capilares o vasos sanguineos. Se
clasifica en:

o Presencia: valor 1.

o Ausencia: valor 0.

3. En el limbo esclerocorneal.
¢ Inflamacién: se define por la presencia de infiltrados de linfocitos perivasculares
o intersticiales. Se clasifica en:

o Negativo: valor 0.
o Leve: valor 1.

o Moderado: valor 2.
o Intenso: valor 3.

e Capilares neoformados: se determina la presencia de capilares a este nivel

o Presencia: valor 1.
o Ausencia: valor 0.

e Edema: se valora la presencia de edema.

o Presencia: valor 1.

o Ausencia: valor 0.

3.5.4. ANALISIS DE DATOS
Para el analisis de los datos obtenidos en el apartado de histologia, se elaboré una
formula en la que se combinaron todos estos datos en funcion de si su presencia y/o tipo

se considera beneficioso o no para la reparacion corneal.

/ ! /

AN CONEAL SN FTEAL EACON RO+ PN

80



MATERIAL Y METODOS

Regeneracion epitelial: se recogen los siguientes datos en los diferentes puntos

explicados con anterioridad (zona central, zona intermedia, zona proxima 1 y zona

proxima 2):

Nuimero de células (NCEL): como valor positivo, a mas capas celulares, mayor
regeneracion.
Células basales (BCEL): como valor positivo, su existencia denota mayor
regeneracion.
Membrana basal (BMEM): como valor positivo, su existencia denota mayor
regeneracion.

Por lo tanto:

REGENERACION EPITELIAL = NCEL+ BCEL+ BMEM

Reparacion estromal: la reparacion estromal incluye los siguientes datos:

Queratocitos (KERAT): en funcion del estadio denota, mayor o menor

reparacion. El mejor valor es el “0”.

Edema simple (EDEMA): su existencia es negativa, denota menor grado de

reparacion.

Edema tipo mixoide (MIX): su existencia es negativa, denota menor grado de

reparacion.

Vascularizacion (VASC): su existencia es negativa, denota menor grado
reparacion.

Por lo tanto:

REPARACION ESTROMAL = KERAT (0>1>2) - EDEMA — MIX — VASC

Reparacion limbal: en este caso se incluyen los siguientes datos:

Inflamacion (LIMBUS_INFL): en funcion del grado de inflamacion denota

mayor o menor reparacion. El valor que denota mayor reparacion es el “0”.

Vascularizacion (LIMBUS_VASC): su existencia es negativa, denota menor

reparacion.

Edema (LIMBUS EDEMA): su existencia es negativa, denota menor

reparacion.
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Por lo tanto:
REPARACION LIMBAL = LIMBUS INFL (0>1>2>3) — LIMBUS VASC -
LIMBUS EDEMA

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1. DE LOS SIGNOS CLIiNICOS

Para el estudio de los signos clinicos se utilizo un modelo Zero Inflated para la
evaluacion del impacto de los tratamientos en la progresion del recuento de lesiones
oculares en blefaroespasmo, disconfort y congestion conjuntival.

Los otros signos clinicos presentaron demasiados resultados nulos, lo que los hizo
imposibles de analizar.
Por lo tanto, para cada marcador, se indica como N_(t,d,r,e) para representar el recuento
de lesiones en el ojo “e” (derecho o izquierdo) correspondiente al r-ésimo conejo tratado
con “t” (Control, Epitelial, Estromal) el dia "d" de seguimiento.

Dado que la mayoria de los recuentos son nulos, se modelaron utilizando un modo
Zero-inflated de Poisson.
Ademas, considerando medidas repetidas dentro de cada conejo, incluimos el efecto del
conejo como un efecto aleatorio, anidado dentro, que es el efecto ocular (HALL, 2000).

El modelo mixto Zero inflated resultante para cada marcador (blefaroespasmo,

disconfort y congestion conjuntival) se expresa como:

0 con probabilidad p

[MI]:N¢gre = {POiSSOH(Ht,d,r,e) con probabilidad 1 — p

siendo: In(pegre) = o+ Bd + y¢ + Uy + Ve

Aqui, y;, representa el efecto fijo del tratamiento (el control se toma como
referencia y, por lo tanto, Yeontrol = 0), ur~N(0, 62) denota el efecto aleatorio del conejo

(Y%
r

Y Ve(r) €s €l efecto aleatorio de ojo “e” anidado en el conejo “r”. Ademads, asumimos que
la probabilidad de ceros pq puede depender del dia de observacion, con una probabilidad

mayor hacia el final del seguimiento.
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3.6.2. DE LA OCT
En el estudio de las mediciones de OCT, las variables se resumieron como
medianas segun la semana, 0jo y modo de colocacion de la membrana amnidtica (epitelial

y estromal)

3.6.3. DE LA HISTOLOGIA

En este apartado, proponemos una puntuacién de reparacion corneal como un
promedio ponderado de los tres marcadores de reparacion, que son la reparacion epitelial,
estromal y del limbo.

Por lo tanto, para ambos 0jos, la puntuacién de reparacion corneal se define como

una combinacion lineal convexa de la siguiente manera:

Reparacion corneal = w; - R. Epitelial + w, - R. Estromal + w3 - R. Limbo
Para determinar los coeficientes w;, w,, wWs, consideramos la diferencia:

D= Reparacién cornealizquierda — Reparacién cornealderecha

Dado que el ojo derecho se utilizdé como control en todos los casos, D mide el
efecto de la membrana amnidtica en sus dos modos de insercién en el ojo izquierdo
(epitelial y estromal) sobre la reparacion corneal en relacion con el control (ojo derecho).
Por lo tanto, nos referimos a D como la superioridad de la membrana insertada en el ojo
izquierdo frente al control (ojo derecho). Por tanto, las comparaciones entre tratamientos

se realizaran mediante D-diferencias segun el siguiente modelo:
D=p+a-AM + 3 - Periodo + y - AM X Periodo + Error [M2]

Aqui, “AM”, representa el factor que denota el modo de insercion de la membrana,
siendo el modo epitelial y estromal codificados como 1 y 0 respectivamente (el estromal
se toma como referencia). “Periodo” toma valores de 0 o 1 segln si es en la primera
semana o en la 2-4, y “Error” denota las variables aleatorias correspondientes a una
variabilidad inexplicable.

Suponemos que estas variables son independientes y estan distribuidas
normalmente con una media de cero y una desviacion estdndar o.

Elegimos los pesos wy, Wy, w3, como aquellos que maximizan el coeficiente-R?

correspondiente al ajuste del modelo [M2] utilizando el método de minimos cuadrados.
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Es importante sefialar que y representa el efecto de la interaccion entre los factores
AM vy Periodo (concurrencia de la membrana amniotica en el modo epitelial con el
segundo periodo).

El modelo se estimd utilizando minimos cuadrados y se resumidé mediante
estimaciones y errores estandar (SE). También se estimaron medias ajustadas para las
diferencias D por periodo y modo de insercion de la membrana. Debido al bajo tamaio
de la muestra, los parametros se estimaron utilizando intervalos de confianza del 90%.

La significacion estadistica se establecion en P < 0.05. Los datos se analizaron
utilizando el paquete R, version 4.2.1 (R Development Core Team, 2022).

El modelo zero-inflated de Poisson model se estimé utilizando el paquete R

“elmmTMB” (https://github.com/glmmTMB/glmmTMB).

El modelo para las diferencias en la reparacion corneal (D), se analizo6 utilizando

el paquete R “emmeans” (https://cran.r-project.org/web/packages/emmeans/index.html).
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4. RESULTADOS

4.1. SIGNOS CLINICOS

En funcion del grupo al que pertenecian, se hicieron exploraciones oculares a los
individuos en los dias determinados previamente cuyos resultados se exponen en las

siguientes lineas.

4.1.1. GRUPO1:
Los resultados de las exploraciones del grupo 1 (individuos 1-6) se detallan en las

Tablas SC_1 - SC_12.

En el grupo 1, en el momento de la técnica quirurgica resultaron perforadas dos

corneas (Imagen SC 1), los individuos afectados fueron el 20S y el 60D.
Ningtn individuo de este grupo present6 hipopion.

1. Ningun individuo present6 en este grupo vascularizacion superficial durante el
proceso de exploracion.

2. La vascularizaciéon profunda se determindé en 2 ocasiones en un mismo
individuo, en grado 1 (Imagen SC _5).

3. Aligual que para el signo anterior, el edema se encontrd en 2 ocasiones también
en el individuo: en este caso, en grado 2 (Imagen SC_7).

4. Con respecto a la presencia de secrecion, se encontr6 en 5 dias, siempre en grado
1, distribuyéndose en 3 ocasiones en el OD y en 2 en el OS (Imagen SC_9).

5. La presencia de blefarospasmo, se determind en 22 ocasiones en grado 1, 11 de
las cuales en el OD y 11 en el OS (Imagen SC_10). En grado 2 fue hallado en 9
dias, 5enel OD y 4 en el OS (Imagen SC_11). Y en grado 3 s6lo en 2 ocasiones,
1 en ODy 1 en OS (Imagen SC_12).

6. El disconfort se encontr6 en 29 dias en grado 1, 18 vecesenel OD y 11 en el OS
(Imagen SC_13); en grado 2, se determin6 en 8 ocasiones, 4 en el OD y 4 en el
OS (Imagen SC_14). El grado 3 se hall6 en 2 dias: 1 en el OD y 1 en el OS
(Imagen SC_15).

7. Con respecto a la congestion conjuntival, en grado 1 se determino en 23 dias, 13

de los cuales en OD y 10 en OS (Imagen SC_16). En grado 2, se encontr6 en 14
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ocasiones, 7 en el OD y 7 en el OS (Imagen SC_17). El grado 3 se determind en
8 dias, 6 en el OD y 2 en el OS (Imagen SC_18).

4.1.2. GRUPO 2:

Los resultados de las exploraciones del grupo 2 (individuos 7-12) se detallan en
las tablas SC_13 - SC_24.

En este grupo, resultaron perforadas las corneas de los individuos 80D y 80S

(Imagen SC_1).
Ningutn individuo de este grupo presento hipopion.

1. La vascularizacion superficial, se encontr6 mayoritariamente en las corneas
perforadas: en 7 ocasiones en grado 1, 4 de ellas en OD y 3 en OS (Imagen SC_2).
En grado 2 se determin6 en 3 dias, 1 en OD y 2 en OS (Imagen SC_3). El mismo
numero de ocasiones y en la misma proporcidén se encontrd para el grado 3
(Imagen SC_4).

2. La vascularizacién profunda, se encontrd en 2 ocasiones en OD y 2 en OS
ambas, en grado 1 (Imagen SC_5). Todos los casos pertenecieron a las corneas
perforadas.

3. El edema se pudo determinar en 6 dias en grado 1, 3 para el OD y 3 para el OS
(Imagen SC_6). En grado 2, se encontrd en 2 ocasiones, 1 para OD y 1 para OS
(Imagen SC_7). El grado 3 se hall6 en 3 ocasiones, 1 para el OD y 2 para el OS
(Imagen SC_8). Este signo clinico se encontr6é exclusivamente en los casos de
corneas perforadas.

4. Con respecto a la secrecion, solo se determin6 en grado 1 y fue en 10 ocasiones,
distribuidas 4 en OD y 6 en OS (Imagen SC_9).

5. La presencia de blefarospasmo se encontr6 en grado 1 en 17 dias, 8 de ellos en
ODy 9 en OS (Imagen SC_10). En grado 2, en 14 ocasiones, 6 en OD y 8 en OS
(Imagen SC_11). En grado 3, en 4, 1 de ellas en OD y las otras 3 en OS (Imagen
SC_12)

6. El disconfort se pudo determinar en grado 1 en 21 ocasiones, 7 de ellas en el OD
y 12 en el OS (Imagen SC_13). En grado 2 se determind en 13 dias, 6 de los
cuales en OD y 7 en OS (Imagen SC_14). Mientras que el grado 3 solo se

encontrd en 4 ocasiones, 1 de las cuales en OD y 3 en OS (Imagen SC_15).
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7. La congestion conjuntival fue el signo clinico més encontrado en este grupo. En

grado 1 se encontr6 hasta en 27 ocasiones, 16 de ellasen OD y 11 en OS (Imagen
SC 16). En grado 2, se determind en 25 dias, 13 de los cuales en OD y 12 en OS
(Imagen SC_17). Mientras que en el grado 3 fueron 9 las ocasiones halladas, 3

en OD y 6 en OS (Imagen SC_18).

4.1.3. GRUPO3

Los resultados de las exploraciones del grupo 3 (individuos 13-18) se detallan en

las tablas SC_25 - SC_36.

Eall

En este grupo, ninguna cornea resultod perforada.
Ningun individuo de este grupo presentd hipopion.

Ningun individuo de este grupo present6 vascularizacion superficial.

Ningtn individuo de este grupo present6 vascularizacion profunda.

Ningutn individuo de este grupo presenté edema corneal.

Solo en 3 dias de exploracion se encontro secrecion, todas en grado 1, 1 de las
cuales en OD y 2 en OS (Imagen SC_9).

El blefarospasmo, en grado 1 se presentd en 17 ocasiones, de las cuales 9 fueron
en OD y 8 en OS (Imagen SC_10). En cambio, en grado 2 se pudo constatar en 6
ocasiones, 3 en OD y 3 en OS (Imagen SC_11).

El disconfort, al igual que en los otros signos clinicos en este grupo, se presentod
en grado 1 y grado 2: en grado 1, en 21 ocasiones, de las cuales 11 fueron en OD
y 10 en OS (Imagen SC_13); mientras que, el grado 2 en 6 dias, 3 de los cuales
afectaron al OD y 3 al OS (Imagen SC_14).

En este grupo, la congestion conjuntival, fue también el signo clinico encontrado
con mayor frecuencia. En grado 1, 15 veces, 8 en OD y 7 en OS (Imagen SC_16)
y, en grado 2, hasta en 27 ocasiones, de las cuales 14 fueron en OD y 13 en OS

(Imagen SC_17).

4.1.4. RESULTADOS ESTADISTICOS

La siguiente tabla (Tabla EST 1) resume la estimacion de los efectos fijos

correspondientes al modelo zero-inflated de Poisson. Para los signos clinicos de
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blefarospasmo, discomfort y congestion conjuntival, el recuento de lesiones mostrd una

disminucion constante durante todo el periodo de seguimiento (p<0.001).

Tabla EST_1: Estimation of the zero-inflated Poisson models.

Marker Effect Coefficient (SE)  P-value
Blepharospasm (Intercept) 0.88 (0.21) <0.001
Days (B) -0.57 (0.06) <0.001
Treatment (y¢)
Control (reference) 0 -
AM in mode epithelial 0.48 (0.21) 0.02
AM in mode stromal -0.44 (0.27) 0.102
Discomfort (Intercept) 0.96 (0.20) <0.001
Days (B) -0.54 (0.05) <0.001
Treatment (y¢)
Control (reference) 0 -
AM in mode epithelial 0.37 (0.20) 0.063
AM in mode stromal -0.44 (0.25) 0.083
Conjunctival congestion (Intercept) 1.32 (0.14) <0.001
Days -0.42 (0.03) <0.001
Treatment (y;)
Control (reference) 0 -
AM in mode epithelial 0.18 (0.15) 0.24
AM in mode stromal -0.36 (0.18) 0.048

En cuanto al blefarospasmo, el modo de insercion epitelial se asocid
consistentemente con un mayor nimero esperado de lesiones en comparacion con el
control durante todo el seguimiento (p=0.02), mientras que el modo de insercidon estromal

no mostrd una diferencia significativa con respecto al control (p= 0.102).

Aunque no se alcanzo significacion estadistica, para el signo clinico de disconfort,
el recuento de lesiones tendid a ser mayor cuando la membrana se insertd en el modo
epitelial en comparacion con el control (p= 0.063) y menor que el control cuando se

insertd en el modo estromal (p= 0.083).
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Para la congestion conjuntival, el numero esperado de lesiones se redujo
significativamente en relacién con el control para el modo de insercidén estromal (p=
0.048), mientras que el modo de insercion epitelial no mostrd diferencias significativas

con respecto al control (p=0.24).

Estos resultados se ilustran en la siguiente figura (Fig EST 1), donde para cada
marcador, se cuenta la evolucion de la lesion segin el tratamiento. Las curvas

corresponden a los ajustes del modelo mixto.

Fig EST _1: For each marker, evolution of lesion counts according to treatment. The curves correspond to

the mixed-model fits.
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4.2. OCT

Se encontraron diferentes resultados en las medidas realizadas, referentes al

espesor corneal y a la existencia y tipo de edema presente.

4.2.1. GRUPO 1
En este grupo, en el momento de realizar la intervencion quirurgica, se perforaron

en distinta medida los ojos 20S (Imagen OCT _1) y 60D (Imagen OCT _2).

No se pudieron obtener datos de diversas medidas de OCT para todos los ojos: en
el caso del espesor corneal normal (Total thickness); y del espesor central (Central
thickness) no hay datos fiables de los ojos 40D (Imagen OCT _3) y 60D (Tabla
OCT_1). En el caso del 40D por una reaccion inflamatoria y edematosa generalizada en
el ojo, lo que imposibilitd la recogida de estos datos; y en el de 60D, probablemente

debido a la reaccion derivada de la perforacion.

La tabla OCT 1 recoge las medidas de espesor corneal realizadas en los distintos

puntos estudiados. De ella se resaltan los valores méximos y minimos para cada medida.

1. Espesor corneal normal (Imagen OCT_4; Imagen OCT_5): el valor minimo
es de 400, (ojos 10S y 10D); el valor maximo es de 492 (ojo 30S5).

2. Espesor maximo de la udlcera (Imagen OCT_4; Imagen OCT_5): el valor
minimo es de 195y, (0jo 40D) y el valor maximo 368 (ojo 20D).

3. Espesor central (Imagen OCT _6 e Imagen OCT 7): el valor minimo en este
caso es de 261 (0ojo 10D) y el valor méximo 484u (20D).
La tabla OCT _ 2 recoge la presencia y tipo de edema en los distintos puntos

estudiados.

1. Edema perilesional (Imagen OCT_8; Imagen OCT_9; Imagen OCT _10): el
edema perilesional estd presente en 9 de los 12 ojos y se distribuye de la siguiente
manera:

e QOjo derecho: presente en 1 caso en grado 1; en 3 casos en grado 2; y en 1 caso
en grado 3.

e Ojo izquierdo: presente en 1 caso en el grado 1 y en 3 casos en grado 2.
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2. Edema lesional (Imagen OCT _11; Imagen OCT _12; Imagen OCT_13): se

encuentra en 8 de los 12 casos, su distribucion es la siguiente:
e Ojo derecho: presente en 1 caso en grado 1; 3 casos en grado 2; y 1 caso en
grado 3.

e QOjo izquierdo: Presente en 2 casos en grado 1; y 1 caso en grado 2.

4.2.2. GRUPO 2

En este grupo ocurrieron perforaciones en ambos ojos del individuo 8 (Imagen

OCT _14; Imagen OCT_15).

Se recopilaron los datos de espesor corneal excepto para el espesor total para los

ojos 70S (Imagen OCT _16), 80D y 80S (Imagen OCT _14; Imagen OCT _15). En la

medida del espesor de la ulcera solo faltaron los datos del 80D; y para el espesor central,

para 80D y 80OS (Tabla OCT _3).

La tabla OCT_3 recoge las medidas de espesor corneal realizadas en los distintos

puntos estudiados. De ella se resaltan los valores maximos y minimos para cada medida.

1.

Espesor corneal normal (Imagen OCT_17; Imagen OCT_18): el valor minimo
es de 452 (0jo 90S), el maximo es de 470u (ojo 90D).

Espesor maximo de la dlcera (Imagen OCT_17; Imagen OCT _18): el minimo
es de 290 (ojo 100D) y el maximo 394u (ojo 80OS).

Espesor central (Imagen OCT_19; Imagen OCT_20): el minimo en este caso
es de 260 (ojo 70D) y el méximo 420 (ojo 120S).

La tabla OCT _ 4 recoge la presencia y tipo de edema en los distintos puntos

estudiados.

Edema perilesional (Imagen OCT_21; Imagen OCT_22): estd presente en 5 de
los 12 ojos, y se distribuye de la siguiente manera:
e QOjo derecho: presente en 1 caso en grado 1 y en 1 caso en grado 3.

e QOjo izquierdo: presente en 2 casos en el grado 1 y en 1 casos en grado 3.

Edema lesional (Imagen OCT_23; Imagen OCT_24; Imagen OCT_25): el

edema lesional se encuentra en 6 de los 12 casos. Su distribucion es la siguiente:
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e Ojo derecho: presente en 1 caso en grado 1y 2 casos en grado 3.

e Ojo izquierdo: presente en 2 casos en grado 2 y 1 caso en grado 3.

4.2.3. GRUPO3
En este grupo no ocurrieron perforaciones en ninguno de los ojos estudiados y se

pudieron recopilar todos los datos para todas las medidas (Tabla OCT 5).

La tabla OCT_S5 recoge las medidas de espesor corneal realizadas en los distintos

puntos estudiados. De ella se resaltan los valores maximos y minimos para cada medida.

1. Espesor corneal normal (Imagen OCT_26; Imagen OCT_27): el valor minimo
es de 404 que corresponde al ojo 1408, el méximo es de 445 en el ojo 140D.

2. Espesor maximo de la ulcera (Imagen OCT_26; Imagen OCT_27): el minimo
es de 226 en el ojo 170S y el maximo 310u en el 160D.

3. Espesor central (Imagen OCT _28; Imagen OCT _29): el minimo en este caso
es de 275u en el ojo 180S y el méaximo 422y en el 130S.
La tabla OCT_ 6 recoge la presencia y tipo de edema en los distintos puntos

estudiados.

1. Edema perilesional (Imagen OCT_30; Imagen OCT _31). Esta presente en 6
de los 12 ojos y se distribuye de la siguiente manera:
e Ojo derecho: presente en 3 casos en grado 1 y en 1 caso en grado 2.

e Ojo izquierdo: presente sélo en 2 casos en el grado 2.

2. Edema lesional (Imagen OCT _32; Imagen OCT _33): se encuentra en los 12
casos, su distribucion es la siguiente:
e Ojo derecho: presente en 4 casos en grado 1 y 2 casos en grado 2.
¢ Ojo izquierdo: al igual que en el ojo izquierdo, presente en 4 casos en grado

1 y 2 casos en grado 2.
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4.2.4. RESULTADOS ESTADISTICOS
Las caracteristicas del espesor corneal por 0jo y su seguimiento se resumen en la

siguiente tabla (Tabla EST 2):

Tabla EST_2: Corneal thickness according to treatment mode and week

Mode of insertion of the amniotic membrane (AM)

Epithelial Stromal
N=9 N=9
Thickness Week Left eye Right eye Left eye Right eye
Total 1 413 483 422 470
2 452 464 454 453
4 427 422 429 429
Ulcer 1 272 219 259 234
2 379 320 344 290
4 285 273 254 245
Central 1 283 343 296 256
2 368 306 418 409
4 325 336 301 288

Data are medians.
Esta tabla presenta los valores de las medianas de los espesores corneales en cada
ojo en diferentes puntos de la queratectomia: espesor corneal normal (total), el espesor

maximo de la tlcera (ulcer max) y el espesor central (central).

Este resumen esta organizado en funcion de la semana de observacion y el método

mediante el cual se insertd la membrana amnidtica en el ojo izquierdo de cada conejo.

A lo largo del periodo de seguimiento, los espesores entre los dos o0jos no
mostraron diferencias estadisticamente significativas, posiblemente debido al pequefio

tamafio muestral.

Lo mismo ocurren en la Tabla EST_3, donde se presenta el analisis estadistico

del edema lesional y perilesional.
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Tabla EST_3: Statistical analysis of the lesional and perilesional edema.

Eye with the amniotic membrane

Week Edema Control eye <400 > 400

1 Peri-lesional <400 0 0
> 400 0 3

2 <400 0 0
> 400 0 2

4 <400 0
> 400 0 1

1 Lesional <400 1 0
> 400 1 1

2 <400 0 1
> 400 0

4 <400 4 0
> 400 0 2

Data are frequencies

Esta tabla demuestra que, con el tiempo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los ojos de estudio y de control.

4.3.HISTOLOGIA

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos en el estudio histologico

para el epitelio corneal, el estroma corneal y el limbo esclerocorneal.

4.3.1. EPITELIO CORNEAL
Los resultados estan recogidos en las tablas HIST 1 (OD) e HIST 2 (OS). Se
obtuvieron datos referentes al numero de capas celulares y a la presencia de células

basales y de la membrana basal.

1. Capas epiteliales
o Grupo 1 (Imagen HIST 1): el nimero maximo de capas epiteliales es de 4 en
OD; mientras que en OS es de 6 (este valor solo se encontr6 en una de las medidas

realizadas). El nimero minimo de capas coincide en OD y OS: su valor es 0,
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circunstancia que ocurre 7 veces en las medidas de OD, y solo en 1 las del OS. En
la mayoria de los casos, el numero de capas de células es de 2, en el OD, y entre
2-4 en OS.

Grupo 2 (Imagen HIST_2): el nimero maximo de capas de células epiteliales
encontradas en OD es de 6 (solo en 1 caso), mientras que en OS es de 10, también
en un solo caso (en este especimen, la cornea fue perforada en el momento de la
queratectomia, por lo que, para evaluar el nimero de las capas que presentaron la
mayoria de los OS, este caso no fue tomado en cuenta). El valor obtenido con
mayor frecuencia fue de 3-4 capas para el OS y 3 para el OD. El nimero minimo
de capas es 0, para ambos 0jos.

Grupo 3 (Imagen HIST 3): el nimero maximo de capas celulares es de 6 para
el OD (en un unico punto de medicion) y, de 4 capas para el OS (en 6 de las
mediciones). Tanto para OD como para OS, el nimero minimo de capas es de 0:
esta medida se encuentra 7 veces en el OD, y 5 en el OS. En la mayoria de los

casos, encontramos 2-3 capas en el OD; y 3-4 capas en el OS.

. Células basales

En cuanto a la presencia de células basales, los resultados encontrados para OD y
OS coinciden en el grupo 1, siendo su presencia negativa (Imagen HIST 4). En
los grupos 2 y 3, se encontraron en la mayoria de los puntos analizados, tanto en

OD como en OS. (Imagen HIST _5)

. Membrana basal

En el grupo 1 la membrana basal no aparece en el epitelio en la mayoria de los
casos (Imagen HIST 4); al contrario que sucede en el grupo 2, donde se
encuentra en 16 (OD) y 15 (OS) de los 24 puntos analizados. En el grupo 3 se
encontro diferencia entre los 0jos: en el OD, solo la mitad de los puntos evaluados
presento esta membrana; mientras que en el OS se encontr6 en la mayoria de ellos

(Imagen HIST _5).

4.3.2. ESTROMA CORNEAL
Los resultados se muestran en las tablas HIST 3 (OD) y la HIST 4 (OS).
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1. Queratocitos

o Grupo 1 (Imagen HIST_6): hay coincidencias en el tipo de queratocitos
encontrados en el estroma, la mayoria son inmaduros, aunque encontramos tanto
queratocitos maduros (en mayor proporcion en el OD) como queratocitos muy
activos (en mayor numero en el OS).

o Grupo 2 (Imagen HIST 7): en contraste, la mayoria de los queratocitos en
ambos casos presentan un cierto grado de actividad, con solo 4 (OD) y 5 casos
(OS) de queratocitos maduros.

o Grupo 3 (Imagen HIST_8): los queratocitos de este grupo tienen tendencia a la
actividad, encontrando queratocitos inmaduros y muy activos principalmente en
ambos subgrupos, aunque los queratocitos maduros también se encuentran en

algunos lugares, siendo su nimero mas abundante en el OD.

2. Edema
En cuanto a la presencia de edema simple en el estroma, se encontrd en la mayoria
de los puntos analizados en OD y OS de los 3 grupos (Imagen HIST 9). Esto no
sucede con el edema de tipo mixoide, donde se encuentran diferencias entre los

grupos y entre el OD y OS (Imagen HIST_10).

3. Vascularizacion
La presencia de patrones vasculares en el estroma es otra de las diferencias entre
los grupos. En el grupo 1 (Imagen HIST 11), no hay coincidencia entre OD y
OS: en el OD la mitad de los casos los presentaron y la otra mitad no, mientras
que en el OS solo 6 lo presentaron y 18 no. En el grupo 2 (Imagen HIST _12),
existen coincidencias entre el OD y el OS, no presentan patrones vasculares en la
mayoria de los puntos analizados, lo mismo ocurre en la mayoria de los puntos
del OD del grupo 3 (Imagen HIST 13), pero no en los del OS, donde en la

mayoria de ellos, encontramos patrones vasculares.

4.3.3. LIMBO CORNEAL
Los resultados estan descritos en las tablas HIST 5 (OD) y la HIST 6 (OS).

98



RESULTADOS

1. Inflamacion
Analizando la clasificacién del tipo de inflamacioén que se encuentra en el limbo
esclerocorneal, en el grupo 1 (Imagen HIST 14), en OD, hay el mismo numero
de casos que presentan una inflamacion leve, moderada y abundante, mientras que
en OS solo 1 caso puede clasificarse como inflamacion moderada y el resto como

leve.

Esta tendencia en la cual hay mas inflamacion en el OD que en el OS, se repite en
los siguientes grupos: en el grupo 2 (Imagen HIST _15), la mitad de los casos de
OD son leves y en la otra mitad no existe, mientras que en el OS solo hay 1 caso
con signos inflamatorios leves y 5 sin inflamacion. En el grupo 3, (Imagen
HIST _16), 2 casos tienen inflamacion leve y 4 no la presentan en el OD, pero no

hay signos de inflamacién en ningun caso del OS.

2. Vascularizacion
Con respecto a la presencia de vascularizacion presente en el limbo, existe una
coincidencia entre grupos y subgrupos, ya que estd presente en todos los casos

evaluados (Imagen HIST 17).

3. Edema
Finalmente, la presencia de edema en el limbo coincide en los dos primeros
grupos, tanto en OD como en OS (Imagen HIST _18). En el grupo 3, hay

diferencias en la presencia de edema, no se encontr6 en 1 caso de OD y en 2 de

OS.

4.3.4. RESULTADOS ESTADISTICOS

Como resumen de las variaciones en la puntuacién de la reparacion corneal
(epitelial, estromal y limbal) entre los dos 0jos, considerando el modo de implantacion de
la membrana y la semana de seguimiento se presenta la Tabla EST_4:

En esta tabla se observa que al evaluar las diferencias en la reparacion corneal (ojo
izquierdo menos ojo derecho) segun el grupo de tratamiento, la reparacion epitelial de la
primera semana exhibe una diferencia casi estadisticamente significativa entre los

métodos de colocacion de membranas (p= 0.077).
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Tabla EST_4: Differences of the corneal repair (left eye minus right eye) according to treatment group

AM insertion mode

Week Epithelial Stromal P-value*
N=9 N=9
Epithelial 1 0(-3;1.5) 10 (105 12.5) 0.077
1(-3;12) -3 (-10; 4) 0.7
-2 (-2.5; 6) -1(-2;0) 1
Stroma 1 1(0.5;2) 1(0.5; 4) 1
2(1;2) 0(0; 0.5) 0.346
0(-0.5;2) 0(-1.5;1.5) 0.825
Limbo 1 -1(-1;-0.5) -1 (-1.5; -0.5) 0.814
2 0(-0.5; 0) 0(-0.5; 0) 1
4 0(0; 0) 0(-0.5; 0) 0.505

Data are medians (25" — 75" percentile)
(*) Wilcoxon test for independent samples

La puntuacion del modelo de reparacion corneal que codujo al mejor ajuste [M2]
fue:
Reparacion corneal= 0.0675x R.Epitelial + 0.195x R.Estromal + 0.7375x R. Limbo

El analisis de los efectos de la membrana amniotica en la reparacion corneal se

resume en las dos tablas expuestas a continuacion (Tabla EST 5y Tabla EST 6):

Tabla EST_5: Linear model with treatment-week interaction for the difference D in proposed corneal
repair score between left and right eyes (left minus right).

Coefficient (SE)  P-value
(Intercept) 0.570 £ 0.312) 0.089
Mode of insertion of the AM

Stromal 0 (Reference)

Epithelial -0.869 (0.441) 0.069
Period

Week 1 0 (Reference

Weeks 2 and 4 -0.918 (0.382) 0.03
Interaction: epithelial mode of insertion and weeks 2-4* 1.615 (0.540) 0.01

(*) The treatment-period interaction leads to the fact that in the first period AM is more effective in stromal mode while
in the second period it is more effective in epithelial mode.
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Tabla EST_6: Adjusted means [90% CI1] deduced from the linear model.

Mode of insertion of the AM

Epithelial vs
Period Stromal* Epithelial* Stromal**
Week 1 0.570[0.021; 1.119] -0.299 [ -0.848; -0.869 [ -1.645; -
0.250] 0.093]
Weeks 2 and -0.348 [ -0.736; 0.397[0.009; 0.785]  0.745[ 0.197; 1.294]

4 0.040]

(*) Difference of the corneal repairs between the left and right eyes; adjusted means assess the superiority of AM in
both modes (left eye) relative to the control (right eye).

(**) Comparison of the epithelial and stromal insertion modes: superiority of the epithelial mode insertion minus
superiority of the stromal mode AM.

(1) Since the sample size was small, 90% confidence intervals were used.

En la primera semana, el valor esperado de la puntuacion de reparacion fue mayor
cuando se utiliz6 el modo de insercion estromal en comparacion con el control
(superioridad de la puntuacion de la posicion estromal vs control = 0.570: IC 90%=
0.021).

Sin embargo, en el segundo periodo, la colocacién de la membrana por la cara
epitelial fue superior al control (diferencia de puntuaciones = 0,397; IC 90%= 0.009;
0.785).

Finalmente, cuando se comparan directamente los modos de insercion, el modo
estromal muestra mayor efectividad en el primer periodo (superioridad de la puntuacion
epitelial vs estromal = 0.869; IC 90%=-1.655; -0.093) mientras que, en el segundo
periodo, el modo epitelial es mas efectivo que el modo estromal (superioridad de la

puntuacion epitelial vs estromal= 0.745; IC del 90%= 0.197; 1.294).
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4.4.ANEXO TABLAS

4.4.1. SIGNOS CLIiNICOS

TABLA SC_1: signos clinicos del OD del individuo 1.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

1 1 0 o 0 o o 1 o 1

1 2 0 o 0 o o 0 o 1

1 3 0 '] 0 )] )] 0 '] ']

1 4 0 [*] 0 o o 0 [*] 0

1 5 0 ] 0 o o 0 ] 0

1 6 0 ] 0 [\] [\] 0 ] 0

1 7 0 '] 0 )] )] 0 '] 0
TABLA SC_2: signos clinicos del OS del individuo 1.

ID | DATE| SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA _ SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

1 1 ] 1] 1] ] 2 2 1] 1

1 2 ] 0o 0o 1 1 1 0o 2

1 3 0 0 0 0 1 1 0 1

1 4 0 0 0 0 1 1 0 1

1 5 0 0 0 0 0 [\] 0 0

1 6 '] 1] 1] '] 1] )] 1] ']

1 7 ] 0 0 ] 0 )] 0 ]
TABLA SC_3: signos clinicos del OD del individuo 2.

ID_| DATE | SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

2 1 o [ 0 0 1 1 o 2

2 2 0 )] 0 0 1 1 0 1

2 3 [\) 0 0 0 1 1 [\) 1

2 4 )] 0 0o 0o )] )] )] ]

2 5 0 )] 0 0 0 0 0 0

2 6 0 )] 0 0 0 0 0 0

2 7 0 0 0 0 0 0 0 0
TABLA SC_4: signos clinicos del OS del individuo 2.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

2 1 [*] 0 0 1 3 3 0 3

2 2 ] 0 0 0 1 1 0 2

2 3 o 0 0 0 1 1 ] 2

2 4 1] 0 0 0 0 0 0 1

2 5 1] 0o 0o 0o 0o 0o ] 1

2 6 [+] 0 1) 0 1) 0o 0 o

2 7 ] 0 0 0 0 0 0 0
TABLA SC_S: signos clinicos del OD del individuo 3.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA _I SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

3 1 ] 0 0 0 1 1 0 1

3 2 ] 0 0 0 "] '] 0 1

3 3 ] 0 0 0 "] '] "] 1

3 4 ] 0 0 0 0 ] 0 1

3 5 ] 0 0 0 '] '] '] 0

3 [ ] 0 0 0 0 ] ] ]

3 7 ] 0 0 0 0 ] ] 0
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TABLA SC_6: signos clinicos del OS del individuo 3.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

3 1 )] )] ] '] 2 2 0 2

3 2 )] )] ] 1] 1 1 1] 2

3 3 ] ] ] ] 1 1 0 1

3 4 )] )] ] 1] 1] 1] 1] 1

3 5 )] )] ] 1] 0o 0o 0o 0o

3 6 o] o] '] [*] 0 0 0 0

3 7 ] ] 0 )] 0 0 ] 0
TABLA SC_7: signos clinicos del OD del individuo 4.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA _| SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

4 1 0 0 0 /] 1 1 0 3

4 2 0 0 )] [J] 0 0 0 2

4 3 0 0 0 4] 0 0 0 1

4 4 0o 0o 0 1] )] 0 )] 1]

4 5 0 ] 0 ] 1 1 0 1

4 6 0 1 2 '] 2 2 0 2

4 7 0 1 2 1 1 1 0 1
TABLA SC_8: signos clinicos del OS del individuo 4.

ID_ | DATE | SUPERFICIAL_VASC S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

4 1 1] 0 1] 0 1 1 1] 3

4 2 0 0 0 0 '] 0 ] 2

4 3 1] 0 1] 0 1] 0 1] 1

4 4 0 0 0 0 0 0 1] 0

4 5 0 0 0 0 0 0 )] 0

4 6 0 0 0 0 ] 0 1] 0

4 7 0 0 0 0 0 0 1] 0
TABLA SC_9: signos clinicos del OD del individuo 5.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

5 1 ] 0 0 0 2 2 0 3

5 2 ] 0 ) 0 1 1 ) 2

5 3 ] 0 0 0 0 1 0 1

5 4 ] 0 0 0 0 1 0 1]

5 5 ] 0 ) 0 0 1 ) o

5 6 ] 0 0 0 0 1 0 1]

5 7 0 0 0 0 0 1 0 ]
TABLA SC_10: signos clinicos del OS del individuo 5.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

5 1 ] 0 0 0 2 2 0 3

5 2 1] 1] 0 0 1 1 1] 2

5 3 ] 0 0 0 ) 0 1] 1

5 4 ] '] 0 0 1] 0 1] ]

5 5 1] 0 0 0 1] 0 0 1]

5 6 ] 0 0 0 o 0 0 ]

5 7 ] 0 0 0 ) 0 0 ]
TABLA SC_11: signos clinicos del OD del individuo 6.

ID_| DATE | SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D | SECRETION_D | BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

6 1 0 0 0 1 3 3 [\) 3

[ 2 0 ] 0 1 2 2 0 3

6 3 0 "] 0 )] 1 1 0 3

[ 4 0 ] 0 o 2 2 0 2

6 5 0 0 0 [\] 2 1 0 2

6 6 0 ] 0 o 1 1 0 1

6 7 0 0 0 )] 1 1 0 1
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TABLA SC_12: signos clinicos del OS del individuo 6.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA _¢ SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
6 1 0 1] 0 1] 2 2 0 2
6 2 0 1] 0 1] 1 1 0 1
6 3 0 o 0 )] 1 1 ] 1
6 4 )] ] 0 "] ] 0 0 )]
6 5 0 ] 0 ] ] 0 ] 0
6 6 0 1] 0 1] 1] 1] 0 0
6 7 0 ] 0 1] ] 0 0 0
TABLA SC_13: signos clinicos del OD del individuo 7.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
7 1 0 )] )] 1 2 2 0 3
7 2 0 o o o 1 1 0 2
7 3 0 o o o 0 1 0 1
7 4 0 ] ] ] 0 0 0 1
7 5 0 o o ] 0 0 0 o
7 6 0 o o o 0 0 0 o
7 7 0 o o 4] 0 0 0 o
7 9 0 ] ] ] 0 0 0 ]
7 11 0 o o 1] 0 0 0 o
7 15 0 1] 1] ] 0 0 0 1]
TABLA SC_14: signos clinicos del OS del individuo 7.
ID | DATE [ SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
7 1 ] 0 0 0 2 3 0 3
7 2 1] 0 0 0 2 2 0 3
7 3 o 0 0 1 2 2 0 2
7 4 1] 0 0 0 1 1 0 2
7 5 o 0 0 0 0 )] 0 1
7 6 4] 0 0 0 0 0 0 4]
7 7 o 0 0 0 0 ] 0 o
7 9 o 0 0 ) 0 ] 0 o
7 11 1] 0 0 )] 0 ] 0 1]
7 15 2 0 0 0 0 ] 0 ]
TABLA SC_15: signos clinicos del OD del individuo 8.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
8 1 1] ] 1] 1 3 3 o 3
8 2 o 0 o 1 2 2 o 3
8 3 ] ] ] 1 2 2 ] 2
8 4 o 0 o 0 1 1 ] 2
8 5 1 0 1 0 1 0 1] 1
8 6 1 0 1] 0 1] 0 ] 1
8 7 1 0 1 0 o 0 ] 1
8 9 1 0 1 0 1] 0 1] 1
8 11 2 1 2 [\) o 0 ] 1
8 15 3 1 3 0 o ] ] 1
TABLA SC_16: signos clinicos del OS del individuo 8.
ID__| DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
8 1 0 o 0 1 3 3 0 3
8 2 0 1] 0 1 3 3 0 3
8 3 0 ) 0 1 3 2 0 3
8 4 0 o 0 1 2 2 0 2
8 5 1 o 1 1 2 1 0 2
8 6 1 o 1 0 1 1 0 2
8 7 1 ] 1 ] 1 1 0 1
8 9 2 )] 2 ] )] 0 0 1
8 11 3 1 3 0 )] 0 0 1
8 15 3 1 3 0 ] 0 0 1
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TABLA SC_17: signos clinicos del OD del individuo 9.

ID_ | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
9 1 0 0 0 0 2 2 0 2
9 2 0 0 0 0 1 1 0 2
9 3 0 0 0 0 0 0 0 1
9 4 0 0 0 0 0 0 0 1
9 5 0 0 0 0 0 0 0 )]
9 6 0 0 0 0 0 0 0 o
9 7 ] 0 ] 0 ] 0 ] ]
9 9 ] 0 ] 0 ] 0 ] 1]
9 11 0 0 0 0 0 0 0 )]
9 15 0 0 0 0 0 0 0 ]
TABLA SC_18: signos clinicos del OS del individuo 9.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
9 1 1] ] )] 0 2 1 )] 2
9 2 o ] 0 0 1 1 0 2
9 3 1] ] )] 0 1] ] )] 1
9 4 o ] 0 0 o ] 0 1
9 5 ] o 0 0 ] o 0 0
9 [ ] ] 0 0 ] ] 0 0
9 7 o ] ) 0 o ] ) [\)
9 9 0o 0 0 0 0o 0 0 0
9 11 1] o 0 0 1] o 0 1)
9 15 ) ] 0 0 ) ] 0 )
TABLA SC_19: signos clinicos del OD del individuo 10.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
10 1 ] ] 0 0 1 2 0 2
10 2 ] ] ) 0 1 1 ) 2
10 3 0 0 0 0 0o 0 0 1
10 4 ] ] 0 0 o ] 0 1
10 5 0 0 0 0 0 0 0 1
10 6 ] ] 0 0 )] ] 0 o
10 7 )] )] 0 0 )] )] 0 )]
10 9 ] ] 0 0 ] ] 0 o
10 11 ] ] ) 0 o ] ) )
10 15 ] ] 0 0 o ] 0 o
TABLA SC_20: signos clinicos del OS del individuo 10.
D DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
10 1 0 0 0 0 2 2 0 3
10 2 o o 0 0 1 2 o 2
10 3 ] ] 0 0 1 1 ] 2
10 4 1] 1] 0 0 0 0 1] 1
10 5 ] ] 0 0 0 0 ] ]
10 6 1] 1] 0 0 0 0 1] 1]
10 7 ] ] 0 0 0 0 ] ]
10 9 ] ] 0 0 0 0 ] ]
10 11 ] ] 0 0 0 0 ] ]
10 15 o o 0 0 0 0 o o
TABLA SC_21: signos clinicos del OD del individuo 11.
ID_| DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
11 1 0 0 0 0 1 2 0 2
11 2 0 0 0 0 1 1 ] 2
11 3 0 0 0 0 0 0 0 2
11 4 0 0 0 0 "] 0 "] 1
11 5 0 0 0 0 ] 0 ] 1
11 6 0 0 0 0 0 0 0 )
11 7 0 0 0 0 0 0 0 0
11 9 0 0 0 0 0 0 0 )
11 11 0 0 0 0 0 0 0 0
11 15 0 0 0 0 0 0 0 0
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TABLA SC_22: signos clinicos del OS del individuo 11.

SUPERFICIAL_VASC_S

DEEP_VASC_S

CORNEAL_EDEMA,

SECRETION_S

BLEPHAROSPASM_S

DISCOMFORT_S

HIPOPION_S

CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

11

0

0

0

2

0

11

11

11

11

11

11

11

11

11

Qejojojojo|o ||

olojojojo|jo|o|o|O

olojojojojlo|ojo|o|o|

o|o|lo|o|o|o|o|o|o

olojolojojo|o|o|+

Qo000 (0|Q KR |F |k

ojojojojoo|o|o|o

o|lojo|o|o|o|o|k|N|RI

TABLA SC_23: signos clinicos del OD del individuo 12.

SUPERFICIAL_VASC_D

DEEP_VASC D

CORNEAL_EDEMA

12

]

1]

SECRETION_D

BLEPHAROSPASM_D

DISCOMFORT_D

HIPOPION_D

CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

2

o

12

12

12

12

12

12

12

12

12

o|oo|oojoo|o|C

ooje|oQ|o|o|Q|C

o|o|ofojo|o|o|o|o|o|,

oojlojoojo|o|o|o|o

o|lo|o|o|jo|o|o|o|N
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TABLA SC_24: signos clinicos del OS del individuo 12.

SUPERFICIAL_VASC_S

DEEP_VASC_S

CORNEAL_EDEMA_S

SECRETION_S

BLEPHAROSPASM_S

12

0

0

0

DISCOMFORT_S

HIPOPION_S

CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S

1

0

12

12

12

12

12

12

12

12

12

o|lojlo|o|o|o|o OO

o|o|ofo|o|o|o|o|o

o|olo|o|jo|o|o 0|0 O

o|o|o|o|o|o|o|o|o

o|lolo|o|je|jo|o Ok

o|o|o|o|o|o|o|k|r (N

o|lojlo|o|o|o|o OO
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TABLA SC_25: signos clinicos del OD del individuo 13.

SUPERFICIAL_VASC_D

DEEP_VASC_D

CORNEAL_EDEMA_D

SECRETION_D

BLEPHAROSPASM_D

13

o]

o

DISCOMFORT_D

HIPOPION_D

CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D

1

1

0

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

oojojlojojloo|lo|o|o|o|Oo|Oo (O

o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o

oQe(o0o|0o Q00000 |0(Q|OC

ololojlojojo 0|00 0|00 |o|O |~

olojojlojojo0|0o|0|0|0|O|O |

ololojlojojoo|lo|o|o |0 |O|F |-
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TABLA SC_26: signos clinicos del OS del individuo 13.

ID_| DATE | SUPERFICIAL_VASC S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
13 1 0 4] 0 1 2 2 0 2
13 2 0 ] 0 0 2 2 0 2
13 3 0 4] 0 0 1 1 0 2
13 4 0 ] 0 0 0 1 0 1
13 5 0 o 0 0 0 o ] 1
13 6 )] o 0 0 0 o 0 0
13 7 0 ] 0 0 0 ] 0 0
13 9 0 1] 0 0 0 1] 0 0
13 11 0 ] 0 0 0 ] 0 0
13 15 0o ) ] 0 0 ) 0 0
13 17 [\) o 0 0 0 o 0 0
13 21 0 ] 0 0 0 ] 0 0
13 23 0 4] 0 0 0 4] 0 0
13 27 0 ] 0 0 0 ] 0 0
13 30 0 0 0 0 0 0 0 0
TABLA SC_27: signos clinicos del OD del individuo 14.
D DATE | SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
14 1 0 ) 0 0 2 2 0 2
14 2 ] o 0 ] 1 1 ] 2
14 3 ] ] ] ] ] 1 ] 1
14 4 )] 4] 0 )] 1 1 )] 2
14 5 1] 1] 0 1] 0 0 1] 1
14 6 ] ) 0 ] 0 0 ] )
14 7 o ] 0 o 0 0 o ]
14 9 ] ] 0 ] 0 0 ] ]
14 11 ] [+] 0 ] 0 0 ] [+]
14 15 1] 1] 0 1] 0 0 1] 1]
14 17 o ) 0 o 0 0 o )
14 21 0 ] 0 0 0 0 0 ]
14 23 ] ] 0 ] 0 0 ] ]
14 27 ] [+] 0 ] 0 0 ] [+]
14 30 0 ] 0 0 0 0 0 ]
TABLA SC_28: signos clinicos del OS del individuo 14.
ID_ | DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S | SECRETION_S | BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
14 1 0 0 0 1 1 1 0 2
14 2 1) 0 0 1) 2 2 )] 2
14 | 3 0 0 0 0 1 1 0 1
14 4 0 0 0 ] 0 1 0 1
14 5 1) 0 0 1) 1] 1] 1] 0
14 | 6 0 0 0 0 0 0 0 0
14 7 0 0 0 ) ] 4] ] 0
14 9 0 0 0 o ] )] ] 0
14 11 ) 0 0 0o 0 ) 0 0
14 15 1) 0 0 1) ] o )] 0
14 17 0 0 0 o ] o ] 0
14 21 0 0 0 o o o o 0
14 23 1) 0 3] ) o o )] 0
14 27 0 0 0 o ] o ] 0
14 30 0 0 0 0 0 0 0 0
TABLA SC_29: signos clinicos del OD del individuo 15.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
15 1 0 0 0 1] 2 2 0 2
15 2 0 0 0 o 2 2 0 2
15 3 0 0 ] 1) 1 1 0 1
15 4 0 0 0 4] 1 1 0 2
15 5 0 0 0 ] 0 0 0 1
15 6 0 ) ] o ) 0 0 0
15 7 0 0 0 4] 0 0 0 0
15 9 0 0 0 1] 0 0 0 0
15 11 0 ) 0 ) ) 0 0 0
15 15 0 0 0 0 0 0 0 0
15 17 0 0 0 1] 0 0 0 0
15 21 0 0 0 o 0 0 0 0
15 23 0 0 0 ) 0 0 0 0
15 27 0 0 0 1] 0 0 ] ]
15 30 0 0 0 )] 0 0 0 0
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TABLA SC_30: signos clinicos del OS del individuo 15.

ID |[DATE | SUPERFICIAL_VASC_ S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
15 1 0 0 0 0 1 1 0 2
15 2 0 1) 0 0 1 1 0 2
15 3 0 1) [\) 0 0 o 0 1
15 4 0 0 ) 0 0 0o 0 1
15 5 0 ) ) 0 0 ] 0 0
15 6 0 0 0 0 0 1] 0 0
15 7 0 1) 0 0 0 )] 0 0
15 9 0 0 0 0 0 ] 0 0
15 11 0 0 ) 0 0 0o 0 0
15 15 0 ) ) 0 0 ] 0 0
15 17 0 0 0 0 0 0 0 0
15 21 0 1) 0 0 0 1] 0 0
15 23 0 0 0 0 0 ] 0 0
15 27 0 ) 0 0 0 ] 0 0
15 30 0 0 0 0 0 0 0 0
TABLA SC _31: signos clinicos del OD del individuo 16.
ID | DATE| SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
16 1 0 ) 0 0 1 1 0 2
16 2 0 ) ) 0 0 0 0 2
16 3 0 4] 0 0 0 )] 0 1
16 4 0 ] 1) 0 0 ] 0 )
16 5 0 ] 0 0 0 ] 0 0
16 6 0 o 0o 0 0 o 0 )
16 7 0 0 0 0 0 0 0 0
16 9 0 o 1) ] 0 1] 0 0
16 11 0 ] 1) 0 0 ] 0 )
16 15 0 ] 0 0 0 ] 0 0
16 17 0 ) ) 0 0 ] 0 0
16 21 0 0 0 ] 0 ] 0 0
16 23 0 o 1) 0 0 )] 0 0
16 27 0 ] 0 0 0 ] 0 0
16 30 0 ] 0 0 0 ] 0 0
TABLA SC_32: signos clinicos del OS del individuo 16.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC S DEEP_VASC S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
16 1 0 0 0 ] 1 1 0 2
16 2 0 0 0 ] 0 ] 0 2
16 3 0 0 ] 0 0 ] 0 0o
16 4 0 0 0 0 0 0 0 )]
16 5 [\) 0 0 ] 0 ] 0 o
16 6 ) 0 0 o 0 o 0 o
16 7 0 0 0 0 0 0 0 0o
16 9 0 0 0 )] 0 )] 0 )
16 11 ) 0 0 ] 0 ] 0 o
16 15 0 0 0 ] 0 ] 0 o
16 17 ) 0 0 o 0 o 0 o
16 21 0 ] ] 0 ] ] 0 0o
16 23 0 0 0 )] 0 )] 0 )
16 27 0 0 0 ] 0 ] 0 o
16 30 0 0 0 ] 0 ] 0 1]
TABLA SC_33: signos clinicos del OD del individuo 17.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC D DEEP_VASC D CORNEAL_EDEMA_D SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
17 1 1) )] 1) 0 1 1 1) 2
17 2 1) ] 1) 0 ] ) 1) 2
17 3 0 ] 0 0 ] 0 0 1
17 4 0 o 0 0 o ) 0 0
17 5 ) 0 ) 0 0 0 ) 0
17 6 0 0 0 0 0 0 0 0
17 7 [\) o [\) 0 o ) [\) 0
17 9 0 ] 0 0 ] [\) 0 0
17 11 0 o 0 0 o ) 0 0
17 15 ) ] ) 0 ] 0 ) 0
17 17 0 ] 0 0 ] 0 0 0
17 21 0 0 0 0 0 0 0 0
17 23 1) 1] 1) 0 1] 0 1) 0
17 27 0 ] 0 0 ] 0 0 0
17 30 0 ] 0 0 ] 0 0 0
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TABLA SC_34: signos clinicos del OS del individuo 17.

ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_ S CORNEAL_EDEMA ¢ SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
17 1 o o 0 0 1 1 o 2
17 2 ] ] 0 0 1) 0 1) 2
17 3 ) ) 0 0 o 0 o 0
17 4 ) ) 0 0 0o 0 0o 0
17 5 ) ) 0 0 0o 0 0o 0
17 6 4] 4] 0 0 )] 0 )] 0
17 7 o o 0 0 1) 0 1) 0
17 9 )] )] 0 0 o 0 o 0
17 11 ) ) 0 0 o 0 o 0
17 15 o o 0 0 o 0 o 0
17 17 ) ) 0 0 0o 0 0o 0
17 21 ) ) 0 0 0o 0 0o 0
17 23 o o 0 0 ) 0 ) 0
17 27 ] ] 0 0 o 0 o 0
17 30 ] ] 0 0 ] 0 ] 0
TABLA SC_35: signos clinicos del OD del individuo 18.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_D DEEP_VASC_D CORNEAL_EDEMA_I SECRETION_D BLEPHAROSPASM_D DISCOMFORT_D HIPOPION_D CONJUNCTIVAL_CONGESTION_D
18 1 0 o o 0 1 1 0 2
18 2 0 0o 0o ) ] ) 0 2
18 3 0 )] )] 0 )] 4] 0 1
18 4 0 0 0 0 0 0 0 0
18 5 0 1) 1) [\) o 1] 0 0
18 6 0 ) ) ) ] o 3] 0
18 7 0 1) 1) 0 1] 1] 0 0
18 9 0 1) 1) [\) ] 1] 0 0
18 11 0 0 0 0 0 0 0 0
18 15 0 o o 0 ] ] 0 0
18 17 0 o o ) o o 0 0
18 21 0 o o ) o o 0 0
18 23 0 o o 0 ] ) 0 0
18 27 0 0 0 0 0 0 0 0
18 30 0 0 0 0 0 0 0 0
TABLA SC_36: signos clinicos del OS del individuo 18.
ID | DATE | SUPERFICIAL_VASC_S DEEP_VASC_S CORNEAL_EDEMA_S SECRETION_S BLEPHAROSPASM_S DISCOMFORT_S HIPOPION_S CONJUNCTIVAL_CONGESTION_S
18 1 0 0 0 0 1 1 0 2
18 2 0 0 0 0 0 0 0 2
18 3 0 0 0 0 0 0 0 1
18 4 0 1) 0 0 1) 0 1) 0
18 5 0 1) 0 0 1) 0 1) 0
18 6 0 0 0 0 0 0 0 0
18 7 0 0 0 0 0 0 0 0
18 9 0 0 0 0 0 0 0 0
18 11 0 ) 0 0 ) 0 ) 0
18 15 0 ) 0 0 ) 0 ) 0
18 17 0 ) 0 0 ) 0 ) 0
18 21 0 0 0 0 0 0 0 0
18 23 0 ) 0 0 ) 0 ) 0
18 27 0 0 0 0 0 0 0 0
18 30 0 0 0 0 0 0 0 0

109




RESULTADOS

4.4.2. OCT

TABLA OCT _1: Medidas (p) del espesor corneal normal, espesor maximo de la ulcera
y espesor central en el Grupo 1.

OCT_MEASURES (u)

EYE TOTAL THICKNESS ULCER MAX THICKNESS CENTRAL THICKNESS
1 OD 400 216 261
| OS 400 323 295
2 OD 483 368 484
2 OS 413 236 283
3 OD 490 219 343
3 OS 492 272 224
4 OD * 195 ®
4 OS 454 283 30
5 OD 470 234 256
5 OS 422 259 271
6 OD * 350 ®
6 OS 419 259 296

TABLA OCT _2: Edema perilesional y lesional del grupo 1.
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TABLA OCT_3: Medidas (p) del espesor corneal normal, espesor méximo de la ulcera
y espesor central en el Grupo 2.

OCT_MEASURES (u)

TOTAL THICKNESS ULCER MAX THICKNESS CENTRAL THICKNESS

7 OD 458 337 260
7 OS * 379 394
g8 OD * * *

g OS * 394 *

9 OD 470 304 352
9 OS 452 294 341
10 OD 453 290 342
10 OS 457 314 342
11 OD 448 288 409
1] OS 447 355 418
12 OD 469 340 411
12 OS 454 344 420

TABLA OCT _4: Edema perilesional y lesional del grupo 2.
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TABLA OCT _5: Medidas (p) del espesor corneal normal, espesor méximo de la ulcera
y espesor central en el Grupo 3.

OCT_MEASURES (u)

EYE TOTAL THICKNESS ULCER MAX THICKNESS CENTRAL THICKNESS
13 OD 422 273 367
13 OS 427 285 422
14 OD 445 253 315
14 OS 404 240 278
I5 OD 422 280 336
I5 OS 432 286 325
16 OD 429 310 337
16 OS 434 272 301
17 OD 415 232 277
17 OS 417 226 333
18 OD 435 245 288
18 OS 429 254 275

TABLA OCT_6: Edema perilesional y lesional del grupo 3.
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4.4.3. HISTOLOGIA

TABLA HIST 1: resultados del epitelio en el ojo derecho (OD): numero de células,
presencia o no de células y membrana basal en diferentes puntos del epitelio.

TABLA HIST _2: resultados del epitelio en el ojo izquierdo (OS): numero de células,
presencia o no de células y membrana basal en diferentes puntos del epitelio.
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TABLA HIST _3: resultados del estroma en el ojo derecho (OD): tipo de queratocitos,
presencia o no de edema simple o tipo mixoide y presencia o no de vascularizacion, en

diferentes puntos del estroma.

TABLA HIST _4: resultados del estroma en el ojo izquierdo (OS): tipo de queratocitos,
presencia o no de edema simple o tipo mixoide y presencia o no de vascularizacion, en

diferentes puntos del estroma.
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TABLA HIST_S: resultados del limbo en el ojo derecho (OD): tipo de inflamacion,
presencia o no de vascularizacion y edema.

TABLA HIST 6: resultados del limbo en el ojo izquierdo (OS): tipo de inflamacién,
presencia o no de vascularizacion y edema.
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4.5. ANEXO IMAGENES

4.5.1. SIGNOS CLIiNICOS

IMAGEN SC_1: perforacion corneal.

IMAGEN SC _ 2: vascularizacion corneal superficial grado 1.

IMAGEN SC_ 3: vascularizacion corneal superficial grado 2.
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IMAGEN SC_4: vascularizacion corneal superficial grado 3.

IMAGEN SC_ 5: vascularizacion corneal profunda grado 1.

IMAGEN SC_6: edema corneal grado 1.
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IMAGEN SC_7: edema corneal grado 2.

IMAGEN SC_8: edema corneal grado 3.

IMAGEN SC_9: secrecion grado 1.
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IMAGEN SC _10: blefarospasmo grado 1.

IMAGEN SC_ 11: blefarospasmo grado 2.

IMAGEN SC _12: blefarospasmo grado 3.
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IMAGEN SC_ 13: disconfort grado 1.

IMAGEN SC_14: disconfort grado 2.

IMAGEN SC_15: disconfort grado 3.
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IMAGEN SC_ 16: congestion conjuntival grado 1.

IMAGEN SC_17: congestion conjuntival grado 2.

IMAGEN SC_ 18: congestion conjuntival grado 3.
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4.5.2. OCT

IMAGEN OCT_1: 0jo 208, perforacion corneal. (Flecha: Pérdida de endotelio corneal).

IMAGEN OCT_2: ojo 60D, perforacion corneal.

IMAGEN OCT_3: 0jo 4 OD, edema generalizado.
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IMAGEN OCT_4: espesor corneal normal y espesor maximo de la tilcera en OD. 10D.

IMAGEN OCT_S: espesor corneal normal y espesor maximo de la ulcera en OS. 40S.

IMAGEN OCT_6: espesor central en OD. 20D.
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IMAGEN OCT_7: espesor central en OS. 30S.

IMAGEN OCT_8: edema perilesional grado 1. 20D.

IMAGEN OCT_9: edema perilesional grado 2. 40S.
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IMAGEN OCT _10: edema perilesional grado 3. 60D.

IMAGEN OCT_11: edema lesional grado 1. 50S.

IMAGEN OCT_12: edema lesional grado 2. 40S.
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IMAGEN OCT_13: edema lesional grado 3. 60D.

IMAGEN OCT_14: ojo 80D, perforacion corneal.

IMAGEN OCT_15: ojo 808, perforacion corneal. (Flecha: sinequia anterior de iris).
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IMAGEN OCT_16: ojo 708, edema generalizado.

IMAGEN OCT_17: espesor corneal normal y espesor maximo de la tlcera en OD. 90D.

IMAGEN OCT_18: espesor corneal normal y espesor maximo de la tlcera en OS. 100S.
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IMAGEN OCT_19: espesor central en OD. 90D.

IMAGEN OCT_20: espesor central en OS. 100S.

IMAGEN OCT_21: edema perilesional grado 1. 100S.
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IMAGEN OCT _22: edema perilesional grado 3. 80D.

IMAGEN OCT_23: edema lesional grado 1. 90D.

IMAGEN OCT_24: edema lesional grado 2. 90S.
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IMAGEN OCT_25: edema lesional grado 3. 80S.

IMAGEN OCT_26: espesor corneal normal y espesor maximo de la llcera en OD 150D.

IMAGEN OCT_27: espesor corneal normal y espesor maximo de la tllcera en OS. 140S.
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IMAGEN OCT_28: espesor central en OD. 150D.

IMAGEN OCT_29: espesor central en OS. 140S.

IMAGEN OCT_30: edema perilesional grado 1. 150S.
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IMAGEN OCT _31: edema perilesional grado 2. 130D.

IMAGEN OCT_32: edema lesional grado 1. 180S.

IMAGEN OCT_33: edema lesional grado 2. 130S.
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4.5.3. HISTOLOGIA

IMAGEN HIST _1: Epitelio irregular con basal incompleta y resto de reepitelizacion a
nivel del estroma. Membrana basal poco manifiesta. No visible la continuidad con el
epitelio. Estroma denso con colagena eosindfila y queratoctios escasos. Se aprecia 2-3
capas de células epiteliales. Grupo 1.

IMAGEN HIST_2: Epitelio corneal con tres capas y membrana basal visible. Estroma
laxo y de aspecto normal. X40 HyE. Grupo 2.

IMAGEN HIST _3: Epitelio corneal bien estructurado con 3-4 capas con cé¢lulas en
disposicion irregular y membrana basal visible. X10 HyE. Grupo 3.
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IMAGEN HIST 4: Epitelio escaso, 2 o 3 capas, con ausencia de células basales y sin
membrana basal evidente. (Low magnification). Estroma con coldgena regularmente
densa y queratocitos maduros. (Grupol).

IMAGEN HIST _5: Corte histolégico corneal con epitelio de pocas capas (+-2),
presencia de células y membrana basales festoneada por algunos huecos claros. X20.

Grupo 3.

IMAGEN HIST _6: Presencia de estroma denso y queratocitos inmaduros. Obsérvese
los nucleos alargados y citoplasmas prolongados de aspecto fusiforme. No se aprecia
edema. Grupo 1.
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IMAGEN HIST _7: Se aprecian abundantes queratocitos activos con nticleos alargados
y en penacho, entre un estroma edematodo y mixoide. X20. Grupo 2.

IMAGEN HIST _8: Se aprecian algunos linfocitos de pequefio tamaifo, queratocitos
activos de nucleos grandes e hipercromaticos, asi como, estroma laxo y edematoso sin
evidencia de componente mixoide. X40. Grupo 3.

IMAGEN HIST 9: Estructura corneal con epitelio ausente y un estroma edematoso en
zona proximal que muestra ademas numerosos queratocitos activos compafiados por un
infiltrado inflamatorio crénico con algunos eosinéfilos x20. Grupo 2.
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IMAGEN HIST _10: estroma laxo con edema mixoide. Grupo 1.

IMAGEN HIST 11: queratocitos activos con remodelacion colagena y algunos
capilares. Grupo 1.

IMAGEN HIST 12: Zona del estroma con margen inferior izquierda edematoso con
queratocitos muy reactivos y algunos capilares presentes (centro), algunos con contenido
hematico rojizo en su interior. Zona superior muestra estroma con edema rosaceo denso
y proteinaceo entre bandas coldgenas amplias con pocos queratocitos visibles. X20.
Grupo 2.

136



RESULTADOS

IMAGEN HIST _13: Estroma Corneal a bajo aumento. Se aprecia marcada alteracion
con edema vacuolar e intersticial con zonas mixoides y algunos capilares. Se ven restos
de membrana basal y el epitelio estd ausente. X10. Grupo 3.

IMAGEN HIST 14: érea del limbo con signos inflamatorios cronicos inespecificos
con dos capilares visibles. Grupo 1.

IMAGEN HIST _15: Vista general del Limbo. Capilares dilatados, infiltrado
inflamatorio croénico linfocitico e inespecifico de predominio subepitelial. Epitelio
normal con varias capas incluida la capa basal y su membrana. X10. Grupo 2.
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IMAGEN HIST _16: Aspecto general del Limbo. Epitelio con 2-3 capas, infiltrado
inflamatorio linfocitario leve y disperso con alglin eosinofilo en el estroma con edema.
Se aprecia infiltracion grasa intersticial con grandes vacuolas. Arriba a la derecha, se
observa tejido colageno denso del Limbo. X4. Grupo 3.

IMAGEN HIST _17: infiltrado inflamatorio inespecifico consistente en linfocitos,
monocitos, células pladsmaticas y eosinofilos. La flecha sefiala un capilar. Grupo 1.

IMAGEN HIST 18: limbo que presenta marcado edema estromal. Grupo 1.
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5. DISCUSION

5.1. EL CONEJO CONI’O ANIMAL DE EXPERIMENTACION
EN OFTALMOLOGIA

Los conejos son animales comunes en el laboratorio de investigacion porque son

manejables, ocupan poco espacio y son econdmicos de mantener. Debido a su

popularidad como mascota, el conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus) podria ser un

paciente comun en la practica veterinaria diaria (ANDREW SE, 2002).

Los conejos tienen ojos prominentes colocados lateralmente que les permiten un

gran campo de vision, tipico de las especies de presa.

Tanto como animales salvajes, mascotas o sujetos de experimentacion se han
descrito alteraciones en todas las estructuras oculares, donde la cornea es la mas
afectada y la ulcera corneal es la patologia méas comun en esta especiec (ANDREW,
2002). Estas caracteristicas han hecho que el conejo sea uno de los animales de

experimentacion mas utilizados en estudios oftalmologicos.

Estos estudios incluyen diferentes partes y alteraciones del globo ocular, como el
vitreo (GONG, 2020; KARACHRYSAFI, 2020), posibles implantes para glaucoma
(GRIERSON, 2020) y la esclera (URIAS, 2020) entre otros.

5.2. EXPERIMENTACION Y CORNEA

En los conejos, la cornea ocupa aproximadamente el 30% del globo ocular
(PRABHASAWAT, 2007) y mide 15 mm en horizontal y 14 mm en vertical
(DONNELLY, 1997).

La cornea del conejo presenta diferentes capas: epitelio, estroma, membrana de

Descemet y endotelio.

El epitelio es una capa queratinizada de 30 a 40 micras en conejos. (ANDREW,

2002).

El estroma se compone principalmente de fibrillas de coldgeno, queratinocitos,

nervios y glicosaminoglicanos. Las fibrillas de colageno se organizan en lamelas que
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discurren paralelas a la superficie corneal. El queratan sulfato, el condroitin sulfato y el

dermatan sulfato son los glicosaminoglicanos predominantes en la cornea.

La posicidn, el tamafio y el grado de hidratacion de estas fibrillas de colageno
ademds de la ausencia de vasos sanguineos y pigmento y un epitelio de la superficie

anterior no queratinizado, dan como resultado una cérnea transparente.

La membrana de Descemet es la membrana basal de las células endoteliales y se
vuelve mas gruesa con la edad, aumenta de 7-8 a 15 micras/micrometros en conejos

mayores (PEIFFER, 1994)

El endotelio es una capa unicelular que cuenta con la presencia de bombas de
sodio-ATPasa, fundamentales para el mantenimiento de la transparencia corneal. En la
cornea del conejo, la regeneracion de las células endoteliales sucede con la division de
las células en el margen de la herida, esto no ocurre en otras especies animales como
gatos y primates, donde las células endoteliales se agrandan para llenar los huecos
existentes (HORN, 1977). Esta capacidad es diferente a medida que el individuo
envejece, en los conejos mayores de 1 afio las heridas de las células endoteliales
corneales son aproximadamente un 50% mas lentas en su recuperacion, que en los

conejos mas jovenes (6-8 semanas) (STAATZ, 1980).

Teniendo en cuenta estas caracteristicas y el uso del conejo como modelo en
experimentacion de diferentes alteraciones corneales, este estudio se ha realizado en
esta especie, evaluando el epitelio corneal y el estroma superficial principalmente,
aunque se estudio la cornea en su totalidad, a diferencia de MONTALVO-PARRA
(2020), cuyo estudio se centrd en las células endoteliales, igual que LI (2020), que

realiz6 un estudio en la reparacion trabecular de corneas de conejos.

Como en el caso de WANG (2020), nuestro estudio se centra en la recuperacion
corneal tras un dafio controlado, aunque en nuestro estudio se trata de una queratectomia

superficial, mientras en el estudio de WANG se trataba de una quemadura quimica.
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5.3. TRATAMIENTO QUIRI’JRGICO DE ULCERAS
CORNEALES

La ulcera corneal se define como la ruptura del epitelio corneal que provoca la

exposicion del estroma. Es una de las alteraciones corneales mas comunes, tanto en la

especie humana como en las especies que acuden a consulta en la clinica veterinaria.

El tratamiento depende de diversos factores y principalmente se divide en

tratamiento médico y quirurgico. Habitualmente son complementarios.

Igual que en el presente trabajo, se han realizado multiples estudios para evaluar
el modo de recuperacion de la cérnea ante diversas alteraciones. Estos estudios se
inician en la década de 1980, como es el caso del uso de los colgajos o flaps

conjuntivales (HERMAN, 1983).

Entre los tratamientos quirtrgicos se encuentran las queratoplastias de diferente
espesor. BACHMANN (2018) estudia, como posible técnica quirurgica, la “DMEK”
(Descement membrane endothelial keratoplasty) para cérneas que presentan distrofia
corneal endotelial de Fuch. XIE (2018) también realiza un estudio sobre queratoplastias,
en el que evalua el proceso de recuperacion corneal tras la realizacion de una

queratoplastia criopreservada lamelar limbal.

Otra de las técnicas que se han estudiado en Ulceras de diferentes profundidades

es la transposicion corneoconjuntival en perros (GOGOVA, 2020).

5.4. LOS ) BIOMATERIAL]’ES EN EL TRATAMIENTO
QUIRURGICO DE LA CORNEA

En el presente trabajo se utiliza un trasplante de membrana amnidtica (AMT).

Este tipo de material esta clasificado dentro de los biomateriales que se utilizan para la

recuperacion de alteraciones corneales como ulceras o deficiencias de células madre

limbales entre otras, pero no es el inico biomaterial utilizado.

ZHAO (2018) realiz6é un estudio sobre el uso de las células epiteliales de la
mucosa oral como biomaterial para la reconstruccion del epitelio corneal. Otros autores
han realizado también estudios sobre la idoneidad de diversos cultivos celulares en la

recuperacion corneal (HONG, 2018; XU, 2018).
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Asi mismo, se ha evaluado la accion de corneas obtenidas por bioingenieria en
pacientes que precisan de un trasplante corneal en casos de ulceras refractarias o

complicadas (GONZALEZ-ANDRADES, 2017).

Otra de las lineas de investigacion sobre biomateriales para el uso en la
recuperacion corneal es la del trasplante del limbo o de células de esta porcion del globo
ocular en diversas alteraciones que incluyen las quemaduras quimicas (EL-HOFI, 2019;

SACCHETTI, 2018).

5.5.LA MEMBRAMA AMNIOTICA COMO TRATAMIENTO
DE LAS ALTERACIONES OCULARES

El uso de la membrana amnidtica como biomaterial en oftalmologia esta

ampliamente extendido y estudiado.

Diversos estudios han demostrado su utilidad en la reconstruccion en neoplasias,
tanto conjuntivales como localizadas en el limbo esclerocorneal (GOKTAS, 2017) y en
casos de melanoma conjuntival (PALAMAR, 2018); ademas, en ciertas neoplasias
oculares se ha combinado el uso de la membrana amniética junto al tratamiento topico

con interferon alfa-2b (XIE, 2018).

El pterigium es otra de las alteraciones oculares en las que se ha estudiado el uso
de la membrana amniodtica como parte de su tratamiento quirargico (AKBARI, 2017;
CLEARFIELD, 2017), y como posible tratamiento en caso de recurrencias (ROSEN,
2018).

También esta ampliamente estudiado su uso en casos de deficiencia de células

madre en el limbo esclerocorneal (LE, 2019; SABATER, 2017; KIM, 1995).

Con respecto a la cérnea, dos grandes grupos de estudios incluyen la membrana
amnidtica dentro del tratamiento de afecciones de esta parte del globo ocular. El
primero es el de las quemaduras corneales, (TAMHANE, 2005; LO, 2013; SUBASI,
2017) y el segundo, el de las queratitis.

Los estudios de las queratitis se han realizado en casos de diverso origen y grado

de complicacion (LIU, 2019; COSTA, 2019), existiendo estudios de queratitis fingicas
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(CHEN, 2016), bacterianas y herpéticas (ALTAY, 2016) y de diferentes profundidades:
desde laceraciones (SOEKEN, 2018), a perforaciones corneales (FAN, 2016)

Otras alteraciones oculares y de la superficie ocular en las que se ha evaluado la
viabilidad de la membrana amnioética son el estrabismo (NAXER, 2018), el sindrome de
Sjogren (SHAFER, 2019), la queratopatia bullosa (SIU, 2019) y el dolor corneal
neuropatico (MORKIN, 2018 entre otras.

En todos estos estudios, la membrana amnidtica ha sido aplicada después de que
la alteracion haya sido diagnosticada, y dentro del tratamiento de ésta, a diferencia del
presente estudio, donde los ojos de los sujetos estaban en perfectas condiciones antes de
realizar la queratectomia y colocar la membrana. Esto Gltimo ocurre en los estudios
experimentales de SUBASI (2017) y TIGUE (2017): en el caso de SUBASI, se realizo
una quemadura alcalina en la cornea y se colocod en ese momento el AMT combinado o
no con otros tratamientos. Mientras que el trabajo de TIGUE consisti6 en la realizacion
de una herida epitelial central de 2 mm de didmetro para luego comprobar la eficacia de

los colirios de membrana amnidtica y cordén umbilical.

5.6. EL USO DE LA MEMBRANA AMNIOTICA EN EL 0OJO
DEL CONEJO

La membrana amnidtica no es el tnico biomaterial que se ha utilizado para la

reparacion de un defecto ocular determinado. PINHO (2018) utiliz6 una biomembrana

de latex validando su uso como biomaterial para la reconstruccion comparandola con un

autotransplante conjuntival. Otro ejemplo de biomaterial diferente al utilizado en

nuestro estudio es el utilizado por FENG (2015), que realizé un trasplante corneal

lamelar utilizando una coérnea acelular xenogénica.

La membrana amnidtica ha sido utilizada en multiples estudios realizados en
diferentes partes del ojo en conejos, como la conjuntiva (MIYAKOSH, 2020; WITTT,
2019), los musculos extraoculares (KENNEDY, 2018; KASSEM, 2018) y en el sistema
nasolagrimal (MA, 2019) entre otros.

En cuanto al uso en la cornea, igual que en el presente trabajo, encontramos
numerosos estudios en los que se utiliza el trasplante corneal de membrana amniotica en

conejos. Algunos de estos, igual que el presente estudio, se centran en la respuesta que
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se produce en la cicatrizacion corneal después de realizar un trasplante corneal sobre un

dafio epitelial (KIM, 1995; HIGA, 2019; ZHOU,2019).

En cambio, otros autores combinan diferentes técnicas con el uso de la
membrana amnidtica, como es el caso de SUBASI (2017), en el que compara esta
técnica con el uso del Cross Linking (CXL) en corneas que han sufrido quemaduras de
distinto grado; de JIE (2018) en el que modifica la membrana amnidtica denudando su
superficie para evaluar su accion o de HUANG (2020) donde, ademas de aplicar la
membrana amniotica, se afaden factores de crecimiento endotelial en corneas que

presentan deficiencias en el limbo.

5.7. TIPOS DE MEMBRANA AMNIOTICA

La membrana amnidtica es un biomaterial que puede encontrarse en diferentes

formas para su uso médico y quirurgico en oftalmologia.

Su uso no quirargico, lo encontramos en los trabajos de MURRIS (2018) y
TIGUE (2017). MURRIS, estudi6 el uso de extracto y colirio de membrana amniotica
en casos de ojo seco y en quemaduras oculares entre otras alteraciones oculares;
mientras TIGUE lo hizo de manera experimental, en el ojo de raton como modelo de
quemaduras oculares, usando colirio de membrana amnidtica y cordén umbilical,

encontrando una mejoria en la restauracion corneal y reduccion de inflamacion.

De manera experimental, el AMT se realizd para valorar su uso en cultivos

celulares (DRAGUNOVA, 2019).

LO (2013) y KIM (1995) estudiaron su aplicacion, utilizando AMT con
membranas refrigeradas, en el caso de LO en quemaduras corneales agudas y KIM en

un estudio experimental en el ojo de conejo tras la realizacion de una queratectomia.

En su estudio, JIE (2018) aplico6 de manera experimental un trasplante de
membrana amnidtica tras denudarla, encontrando que esta técnica mejora la repoblacion
epitelial y la diferenciacion de las goblet cells, lo que disminuye la inflamacion y la

cicatriz posterior.

La mayoria de los estudios que se pueden encontrar en la bibliografia, sean

experimentales o clinicos, estan realizados con membrana amnidtica criopreservada.
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KIM en el afio 2019 realizé un metaanalisis, en el que incluy6 18 estudios (390
ojos de 385 pacientes, que presentaban ulceras corneales), en los que se realizé6 un AMT

con AM criopreservada.

COSTA (2019) también evaluo su uso en la cornea canina en diferentes tipos de

ulceras, obteniendo buenos resultados en estos pacientes con este tipo de biomateral.

TAMHANE (2005) y TANDON (2016) realizaron sus estudios con este tipo de

AM en casos de quemaduras corneales.

Las ulceras corneales no son las Unicas alteraciones oculares en las que se ha
estudiado la AM criopreservada. PALAMAR (2018) utilizd este biomateral en el
tratamiento del melanoma conjuntival, MORKIN en 2018 encontré buenos resultados
tras su uso en pacientes con dolor corneal neuropatico y SHAFER (2019) encontr6
beneficios en su uso en pacientes con el sindrome de Sjogren refractarios a los

tratamientos estandares, aunque, en estos casos, la mejoria fue temporal.

Al contrario que en todos los estudios anteriormente expuestos, el tipo de

membrana amnioética utilizado en nuestro estudio es la membrana amnidtica

deshidratada.

COOKE, (2014) estudia el uso de distintos tipos de MA, utilizando ensayos
bioquimicos y funcionales, compara los tejidos de la membrana amnidtica (AM) y del
cordon umbilical (CU) criopreservados con el tejido de la membrana amniotica y corion
deshidratado (dHACM). Los resultados indican que la criopreservacion preserva mejor
las moléculas de sefializacion estructural y biologica de los tejidos fetales, concluyendo
que con las membranas criopreservadas se pueden obtener mejores resultados que con
las deshidratadas. Apoyandonos en estos resultados, proponemos mas estudios en el
futuro comparando ambos tipos de membranas utilizando la férmula de recuperacion

corneal propuesta en este trabajo.
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5.8. TECNICA EMPLEADA CON LA MEMBRANA
AMNIOTICA

En el presente estudio, la técnica utilizada para la colocacion de la AM es la

unicapa, donde como su propio nombre indica, se coloca una unica capa de membrana

amnidtica sobre el defecto que se quiere tratar.

Multiples trabajos utilizan esta técnica para el tratamiento de diferentes
alteraciones corneales como el pterigium (AKBARI, 2017; CLEARFIELD, 2017,
ROSEEN, 2018), quemaduras corneales (TAMHANE, 2005; SUBASI, 2017), queratitis
(ALTAY, 2016), queratopatia bullosa (SIU, 2019), ademés de otras alteraciones
oculares y de la superficie ocular (NAXER, 2018; MORKIN, 2018).

Diversos autores incluyen la técnica unicapa dentro de sus estudios de AMT, ya
sea comparando su resultado con otras técnicas o incluyéndola como una opcion en la
practica clinica para resolver quirirgicamente ulceras corneales complicadas como se

detalla a continuacion:

En su metaanalisis, LIU (2019) evalua los resultados obtenidos en diversos
estudios tras colocar la membrana amnidtica de diferentes maneras sobre defectos

corneales en ulceras, tanto infectadas como no infectadas.

Las técnicas empleadas fueron la unicapa, técnica de superposicion u “overlay”,
técnica de incrustacion multicapa o “multilayered inlay technique” y la técnica

sandwich.

La técnica de unicapa, consiste en posicionar y anclar la membrana amnidtica
del tamafio del defecto a cubrir (igual que en nuestro trabajo). La posicién de la
membrana en estos estudios fue siempre con la membrana basal hacia arriba, mientras
que, en el presente estudio, colocamos la mitad de las membranas de esta manera y la

otra mitad con la membrana basal hacia abajo.

Las otras técnicas difieren a la técnica utilizada en nuestro trabajo en la manera
de colocarlo sobre el defecto: en el caso de la técnica “overlay”, la cornea se cubre
completamente con la membrana, anclandola al limbo esclerocorneal, en vez de que

cubrir exclusivamente del tamafio del defecto, como se hizo en el presente estudio.
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También difieren en la cantidad de capas de membrana amnidtica: tanto en la
multilayered como en la sandwich se colocan varias capas sobre el defecto; al contrario

que en nuestro trabajo, donde solo se coloca una capa.

LIU concluye que el uso de la AM es efectivo para la curacion de las ulceras
corneales, no encontrando diferencias entre su uso en ulceras infectadas o no infectadas.
Donde si encontraron diferencias entre el uso de las diferentes técnicas fue en la tasa de
recuperacion epitelial y en la tasa de la mejora de la vision, siendo en ambos casos la
técnica unicapa la que presentd mejores resultados. El autor explica que esto puede ser

debido a que probablemente esta técnica se utilice mas en los casos menos complicados.

También se utilizaron diferentes técnicas de AMT, entre ellas la unicapa, como
en el presente estudio, en un trabajo retrospectivo en ulceras corneales complicadas en
el ojo canino, evaluando el uso de la técnica unicapa, bicapa o multicapa, con anclaje de
la membrana al limbo esclerocorneal, al defecto corneal o a ambos COSTA (2019). El
resultado del estudio determind que el uso de este tipo de biomaterial es efectivo para
ulceras complejas como los descemetoceles, las tlceras tipo Melting o infectadas o en
perforaciones entre otras, dando un buen resultado visual y cosmético al paciente.
Nosotros encontramos que los ojos tratados con AMT mejoraban su recuperacion, pero,
en nuestro caso, el tipo de ulcera sobre la que se realizo el trasplante no fue complicada,
profunda ni infectada, como evalu6 COSTA, por lo que proponemos futuros estudios en
los que, para valorar la recuperacion corneal en estas Tulceras, se evalue

histolégicamente las corneas y se emplee la formula que utilizamos en este trabajo.

En el afio 2016 FAN realizd un estudio retrospectivo en el que confirmé la
eficacia del uso de la membrana amnidtica utilizando la técnica de “roll-in filling”
combinada con una cobertura multicapa para perforaciones corneales de menos de 3mm
de didmetro. Ademds de realizar esta técnica, este autor colocaba una burbuja de gas
mixto CsFg al 20% en la camara anterior. Aunque tanto la técnica como el problema
corneal a solucionar difieren del que presentamos en nuestro trabajo, el trabajo de FAN
supone una confirmacion mas del éxito del uso del AMT, ya que, en el 100% de los

casos evaluados, se consiguid conservar la integridad del globo ocular.
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5.9. EVALUACION TRAS LA IMPLANTACION DE LA
MEMBRANA AMNIOTICA

5.9.1. CONTROL DEL DOLOR

Los estudios sobre trasplantes de membrana amnidtica (AMT) en la cérnea han
reportado diferentes resultados sobre la reduccion del dolor postrasplante en diversas
alteraciones corneales. TAMHANE (2005), en un estudio en quemaduras oculares
agudas, determin6 que los pacientes que recibian un trasplante de membrana amniotica
experimentaban importante alivio del dolor en comparacién con los pacientes que solo
recibieron terapia médica, a diferencia del presente estudio, donde el ojo tratado con la
membrana amnidtica (OS), presentd mayor malestar, congestion conjuntival y
blefaroespasmo que el ojo contralateral en las primeras fases del estudio (p<0.001),
signos que fueron disminuyendo a lo largo del estudio como se puede observar en la

Tabla EST_1y en la Figura EST 1.

Ademas, en el presente estudio se ven diferencias en relacion con la forma de
colocacion de la membrana: se encontraron mas casos de blefarospasmo y discomfort en
pacientes con la membrana colocada por el lado epitelial, que en los que la membrana se
colocod en posicion estromal, a pesar de no existir significancia estadistica para el

disconfort (p=0.063) como refleja la Tabla EST 1.

Estos resultados pueden explicarse atendiendo a la sensacion de cuerpo extrafio
descrita por Shafer en pacientes con sindrome de Sjégren tratados con trasplante de

membrana amnidtica (SHAFER, 2019).

5.9.2. AGUDEZA VISUAL

Otro factor muy importante que considerar, para la evaluacion de la idoneidad
del uso de la membrana amnidtica, es la agudeza visual; atendiendo a su recuperacion y

a si esta es mejor en el caso de utilizar AMT, en lugar de otras técnicas o tratamientos.

Diversos estudios determinan que no existe diferencias estadisticamente
representativas en la mejoria de la agudeza visual ni signos que puedan alterarla, como
la opacidad o el edema corneal. Esto ocurre en casos de quemadura ocular aguda, si se
compara el AMT con la aplicacion de tratamiento médico unicamente (TAMHANE,

2005), en casos de cirugia de pterigion comparando el AMT con el autoinjerto
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conjuntival libre (AKBARI, 2017) y cuando se compara esta técnica con el uso de

Cross-Liniking en quemaduras alcalinas (SUBASI, 2017).

En cambio, para el tratamiento de la queratitis fingica recalcitrante, se evidencia
que existen diferencias en la agudeza visual al comparar diferentes técnicas, entre la que
se incluye el uso de la membrana amniotica. CHEN (2016) compara el uso de
membrana amnidtica combinada con queratectomia escisional y crioterapia focal
(EKCALI) con la realizacion de una queratectomia escisional combinada con injerto de
colgajo conjuntival (EKCFI) y con una queratoplastia penetrante terapéutica (TPK). Los

mejores resultados son para el grupo TPK y los peores para el grupo EKCFI.

Asimismo, segin ALTAY (2016), la agudeza visual mejora en la queratitis
estromal bacteriana tratada con trasplante de membrana aminiotica, pero no lo hace en

pacientes con queratitis herpética.

En nuestro estudio no fue factible una comparacion estadistica de la presentacion
del edema corneal entre los sujetos del estudio, debido a la alta prevalencia de valores
nulos o “0”. Estudios futuros en los que se puedan incluir un mayor nimero de
individuos quizés puedan esclarecer este dato, lo que aportaria mas informacion sobre la

recuperacion visual de los pacientes.

Un metaandlisis realizado por LIU (2019), donde se incluyeron 390 ojos de 385
pacientes humanos en dieciocho estudios tratados con AMT, revela que existen
diferencias en la tasa de mejora de la vision (VIR) segun la técnica elegida para cubrir la
ulcera. ElI VIR mas alto coincide en los casos en los que el AMT se coloco en una sola
capa, luego para la técnica multicapa, mientras que el valor mas bajo fue en el grupo

“sandwich”.

En el presente estudio, la técnica empleada fue la unicapa. Futuros estudios del
uso de esta membrana posiblemente aporten informacion sobre si se cumple esta
prediccion diferencial segtn el tipo de técnica y los diferentes grados de complicacion

de las ulceras.
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5.9.3. VASCULARIZACION

La vascularizacion corneal fue uno de los signos clinicos que evalu6 KIM
(1995), en su estudio en coérneas de conejos. En dicho estudio, se coloc6 un AMT
después de un mes de realizar una queratectomia superficial quimica y se compard con

un grupo control en el que no se realizé dicho trasplante.

Al evaluar las corneas al final del estudio tres meses después, se encontrd
diferencias entre estos dos grupos, ya que grupo control se presentd vascularizacion e
incluso granulomas en el centro de la cornea en todos los individuos, mientras en el
grupo experimental los resultados fueron variables: en 5 de 13 especimenes fue
moderada, y en los 3 restantes estaba presente no solo una vascularizacion moderada

completa, sino, ademas se presentd edema corneal.

En un estudio de TANDON (2011), los resultados fueron consistentes con
respecto a la presentacion de la vascularizacion. TANDON, en casos de quemaduras
oculares moderadas, no encontr6 diferencias significativas entre la colocacion de un

AMT, o no, para el factor de vascularizacion corneal.

Por su parte, TAMHANE (2005) evalu6 la diferencia en la presencia de
vascularizacion corneal comparando el uso de AMT vy el tratamiento médico en tlceras
ocasionadas por quemaduras moderadas y graves. En esta ocasion y posiblemente por el
tamafio muestral, no se encontré diferencias estadisticamente representativas entre los
grupos, igual que ocurre en nuestro caso, en el que no existe diferencia entre grupos

para esta caracteristica.

Aunque en el trabajo de TAMHANE se encontrd vascularizacion tanto en el
grupo control como en el del AMT tras tres meses de comenzar el estudio, en nuestro
estudio, concretamente en el tercer grupo, que se evalué a las cuatro semanas de
comenzar, ningun individuo presenté vascularizacion profunda ni superficial. Esto
puede deberse a que en nuestro estudio los individuos no presentaban alteraciones
corneales previas al tratamiento mientras que en el estudio d¢ TAMHANE las cérneas

presentaban una quemadura.

También encontro diferencias SUBASI (2017), que realizé un estudio sobre el
uso de AMT en corneas de conejo a las que realizaron una quemadura alcalina. La

presentacion de vascularizacion fue evaluada de una manera similar a la de nuestro
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trabajo, no solo usando AMT sino comparando esta técnica con la realizacion de Cross-
linking (CXL) y la combinacion de ambas técnicas. En cuanto a la vascularizacion,
encontro diferencias entre grupos, siendo el grupo con AMT como Unico tratamiento y
el de AMT combinado con CXL los que mayor vascularizacion presentaron al finalizar

el estudio.

En nuestro caso, igual que para el edema y otros signos clinicos, no se pudieron
obtener resultados estadisticamente comparables en cuanto a la presentacion de
vascularizacion entre los ojos a los que se les habia realizado el AMT y los que no, asi
como tampoco entre los diferentes modos de colocacion de la membrana, por lo que
proponemos realizar estudios adicionales que posibiliten evaluar en mayor profundidad
este factor, factor que consideramos altamente significativo y que ha sido discutido

extensamente por numerosos autores.

5.9.4. REPARACION CORNEAL

En el presente estudio, definimos la reparacion corneal como la suma de la

regeneracion epitelial, mas la reparacion estromal y la reparacion limbal.

Los datos que se utilizan para evaluar este factor se han obtenido a partir del
estudio histopatologico y cada uno de ellos tienen, a su vez, aspectos que influyen

positiva o negativamente en la reparacion corneal en su conjunto.

Esta definicion de la reparacion corneal es la primera vez que se utiliza, aunque
diversos autores hablan de la recuperacion o regeneracion corneal teniendo en cuenta
uno o varios factores de los que se han incluido en esta nueva formula, tales como la

reepitelizacion, o la recuperacion del espesor corneal entre otros.

Las técnicas no inmunohistoquimicas con las que se han obtenido estos

resultados también son diversas y seran discutidas a continuacion.

5.9.5. RECUPERACION DEL ESPESOR CORNEAL

Tras la realizacion de un AMT, numerosos autores, como RAGHUNATHAN
(2017); CHE (2019) y COSTA (2019) utilizan el término “recuperacion del espesor

corneal” para valorar la recuperacion corneal.
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Para valorar este dato, utilizan diversas técnicas, entre las que se incluye el uso
de las medidas con OCT, como en el presente estudio; ademds de otras que seran

discutidas a continuacion.

Existen diferentes articulos en los que el uso de la AMT representa una mejora
en la recuperacion del grosor corneal, aunque, en su mayoria, utilizan combinaciones
del uso de MA con otras técnicas como el cross-linking (SOEKEN, 2018), la técnica
multicapa (COSTA, 2019), o incluso combinacioén de multicapa con otras técnicas como
como el gas mixto C3F8 en la camara anterior (FAN, 2016) o la adiciéon de células del

estroma corneal entre las capas de un AM ultradelgado (CHE, 2019).

Por otro lado, GOKTAS (2017) encontré una recuperacion completa al realizar
un trasplante de MA monocapa tras la exéresis del tumor conjuntival y limbal, que es la

técnica utilizada en el presente estudio.

5.9.5.1. Otras técnicas de diagnostico por imagen para la evaluacion
de la recuperacion corneal

En la literatura, ademas de la OCT, se puede encontrar diferentes técnicas de

diagnostico por imagen avanzado para la valoracion del estado corneal.

FENG (2015) utiliz6 el microscopio electrénico de barrido, junto con la
observacién con lampara de hendidura, para valorar el estado de la cornea tras la
realizacion de un trasplante lamelar de coérneas frescas de perro decelularizadas, en
corneas de conejo como receptor. De esta forma, confirm¢ la idoneidad de su uso como

posible tejido para trasplantes corneales.

En el afio 2018, MORKIN presenté un estudio en pacientes con dolor corneal
neuropatico, en el que realizaron AMT, evaluando la eficacia, tolerancia y seguridad de
su uso en pacientes que presentaban esta alteracion. Entre los factores que evaluaron
incluyeron los signos clinicos y la densidad y morfologia de los nervios corneales

subbasales utilizando un microscopio confocal in vivo.

El microscopio confocal in vivo también se utilizo en el trabajo de SIU (2019),
que, junto a la evaluacion con OCT, confirmo la eficacia del AMT en pacientes con

queratopatia bullosa.
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CHE (2019), en su estudio sobre un tejido disefiado por ingenieria tisular basado
en membrana amniodtica y queratocitos, utilizé la OCT para medir el grosor de este
trasplante. Ademas, en dicho estudio se utilizo el microscopio electronico de barrido y
el microscopio electronico de transmision para evaluar la microestructura de la matriz

extracelular del tejido.

5.9.5.2. Eluso de la OCT para evaluar la recuperacion corneal

La OCT se ha utilizado en diversos estudios corneales experimentales y clinicos
para la determinacion de medidas de diferentes areas de la cornea, obteniéndose una
reproducibilidad aceptable, lo que la faculta para ser utilizada en la obtencion de

resultados especificos de cornea en ensayos clinicos (DAS, 2019; DUMAN, 2019).

En nuestro estudio, el valor maximo obtenido con OCT en los diferentes puntos
estudiados, espesor corneal normal (grosor corneal normal), espesor maximo de la
ulcera (el grosor méximo adyacente a la incision de queratectomia) y espesor central (el
espesor en el medio de la queratectomia), se detecto el dia 15, excepto para el valor de

“Espesor normal” del OD que coincidi6 con el dia 7.

Posteriormente los valores disminuyeron en el grupo de 4 semanas, aunque
siempre por encima de los valores de la primera semana, lo que indica recuperacion del
defecto quirurgico realizado. Esta tendencia coincide con el estudio de RAGHUTHAN
(2017), para el que los valores maximos de la cornea central se encontraron en los
primeros dias y luego disminuyeron. Aunque el mayor grosor se encontré durante la
segunda semana y no durante la primera (3 dias), este efecto puede explicarse por la

existencia de edema corneal.

En nuestro caso, si tenemos en cuenta los resultados obtenidos por las medidas
de OCT, la realizacion de un AMT no representa una mejora en cuanto a la
recuperacion del espesor corneal, ya que no existen diferencias estadisticamente

representativas de que la recuperacion corneal sea mejor con su uso.
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5.9.6. REEPITELIZACION

De acuerdo con la literatura consultada, en la mayoria de los casos, la
reepitelizacion es determinada mediante el examen con lampara de hendidura y la

evaluacion de la tincion de fluoresceina.

TAMHANE (2005), en un estudio de la evaluacion del uso del AMT en casos de
quemaduras corneales, utilizo el valor de la reepitelizacion como método para valorar si
esta técnica era mas efectiva que el tratamiento médico por si solo. Para evaluar la
reepitelizacion, utilizo la observacion con lampara de hendidura tras la tincion de
fluoresceina de las corneas del estudio y midio el area del defecto epitelial en relacion a

sus dimensiones.

Con respecto al grupo control, los resultados obtenidos por este autor
demostraron la existencia de una mayor reepitelizacion en los casos en los que se colocd
el AMT cuando la quemadura que presentaba el paciente era de grado moderado,
mientras que, si la quemadura estaba catalogada como grave, no se encontrd diferencias
entre el grupo control y el del AMT. El autor explica estos resultados como

consecuencia del tamafio muestral del estudio.

TANDON (2011) obtuvo resultados simulares a TAMHANE en cuanto a la
reepitelizacion en caso de quemaduras moderadas y graves, siendo mejor si, ademas, se
realiza un AMT en los casos moderados, y no tanto para los graves. Para este autor la
diferencia puede explicarse porque este tipo de quemaduras suele estar asociado a
isquemias limbales y deficiencia de células madre. Igual que en el estudio de
TAMHANE, el método utilizado para la obtencion de estos resultados fue la

observacion con lampara de hendidura y fluoresceina.

En un estudio realizado por ALTAY (2016), se evalu¢ el tiempo de epitelizacion
en ulceras bacterianas y herpéticas tratadas con AMT, consiguiendo la reepitelizacion
en ambos grupos y demostrando la idoneidad de su uso para este tipo de alteraciones, a

pesar de que presentaron cantidades variables de cicatrices corneales.

AKBARI (2017) realiz6é un estudio comparando el uso del AMT con la técnica
de autoinjerto libre conjuntival para el tratamiento del pterigium. En este caso, no se

encontraron diferencias en cuanto a la recuperacion epitelial entre ambas técnicas.
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Como en casos anteriores, la exploracion externa fue el método de diagndstico de los

posibles cambios epiteliales.

También en el afio 2017, ASHRAF realiz6 un estudio sobre el AMT en
diferentes alteraciones corneales, siendo la reepitelizacion nuevamente uno de los
factores que utilizaron para justificar el uso de esta técnica. En este caso, se confirma
con la exploracion que el 80.7% de los pacientes que presentaban ulceras corneales

consiguieron la reepitelizacion.

El metaanalisis realizado por LIU (2019), también se evalud la reepitelizacion
como un factor de la recuperacion corneal tras un AMT. En este estudio se compararon
diferentes técnicas de trasplante: la que mejor reepitelizacion presentd fue la técnica
denominada como sandwich, seguida por la unicapa y por ultimo la multicapa. Para
definir la epitelizacion, en este estudio se basaron en el tiempo en el que se observoé el

estado de fluoresceina negativo en los pacientes.

5.10. EL USO DE 'LA HISTOLOGIA PARA EVALUAR LA
RECUPERACION CORNEAL

A diferencia de los estudios anteriormente mencionados, en nuestro estudio la

evaluacion histolégica se realizd atendiendo al estado morfologico y funcional del

epitelio, el estroma y el limbo corneoescleral. En cada uno de estos puntos, se valoraron

las estructuras y los posibles cambios que se podian encontrar y que, de alguna forma,

pudieran afectar, positiva o negativamente, a la recuperacion corneal.

5.10.1. EPITELIO

El epitelio corneal es la capa mas externa del globo ocular, mide unas 50u de
grosor, es homogéneo de tipo “escamoso estratificado no queratinizado”, y estd
compuesto por 5-10 capas celulares que se encuentran distribuidos de diferente forma
en funcion de la localizacion, mientras que, en la zona central el epitelio tiene entre 5 y

7 capas, en la periferia se encuentran entre 7 y 10 (SRIDHAR, 2018).

En el presente estudio el nimero de capas vari6 en funcion del grupo y por lo

tanto del tiempo trascurrido desde la queratectomia. En el grupo 1, tras 1 semana de la
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queratectomia, la mayoria de los casos presentaron 2 capas celulares en el ojo control
(OD) y entre 2 y 4 en el ojo en el que se realizéo el AMT (OS). Variando su nimero
entre 0y4enel ODy Oy 6enel OS.

Los resultados en el segundo grupo, tras 2 semanas de la intervencion, el valor
obtenido en mayor frecuencia es de 3 para el OD y 3-4 para el OS. Los valores oscilaron
entre 0 y 6 para el OD y 0 y 10 para el OS (solo se encontré en 1 caso de una cornea
perforada). Estos resultados coinciden con los de JIE (2018), que evalué con
hematoxilina-eosina el estado de las corneas de conejos tras la realizacion de AMT con
membranas denudadas e intactas. Este autor refiere haber encontrado un epitelio ya

estratificado, a pesar de no especificar el nimero de capas epiteliales presentes.

En nuestro trabajo, tras 4 semanas de evolucion, aun no se habia alcanzado el
nimero de capas epiteliales normales en la mayoria de los casos, ya que se encontraron
2-3 capas en el OD y 3-4 en el OS. El nimero de capas oscil6 entre 0 y 6 para el OD y
de 0y 4enel OS.

Estos resultados difieren de los referidos en el trabajo de JIE (2018) para el que,
ya a las 3 semanas de evaluacion, el epitelio era uniforme. Esto puede deberse, por un
lado, a las diferencias entre los tipos de membrana utilizada (deshidratada en nuestro
caso; criopreservada en el estudio de JIE), asi como el estado de la cérnea previo de la
colocacion de la membrana amnidtica: en nuestro estudio, se realiza previamente una
queratectomia de 200 micras y, en el caso de JIE, se realiza sobre ojos sanos a los que se

les elimino parcialmente conjuntiva limbal y bulbar antes del AMT.

Las células basales estan localizadas en una tnica capa en el epitelio. Su altura
es de 20u aproximadamente, son de morfologia cuboidal o columnar y se encuentran
situadas en la parte inferior de las células epiteliales. Su citoplasma contiene queratina,
compuesto que es muy importante para la formacidon y mantenimiento de la membrana
basal. Algunas enfermedades, como la diabetes, o la cirugia ocular, pueden estar
relacionadas con la anormalidad morfologica y funcional de las células basales (QU,

2016).

En nuestro trabajo, no se encuentran células basales en el grupo 1 mientras que
en los grupos 2 y 3, se encontraron en la mayor parte de los puntos analizados, tanto en

OD como en OS.
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Inmediatamente debajo de las células basales, se encuentra la membrana basal.
Esta lamina tiene un espesor de unos 40-60 nm, estd compuesta por colageno tipo IV, y
en ella se distinguen una ldmina lacida y una ldmina densa. Desde el epitelio, se
desprenden las fibrillas de anclaje, que atraviesan la membrana basal y acaban como
placas de anclaje, estructuras compuestas por distintos tipos de coldgeno (SRIDHAR,

2018).

En el grupo 1, la membrana basal no aparece en el epitelio en la mayoria de los
casos, al contrario que sucede en el grupo 2, donde se localiza en 16 (OD) y 15 (OS) de
los 24 puntos analizados. En el grupo 3 se encontr6 diferencia entre los ojos: en el OD,
solo la mitad de los puntos evaluados presentd esta membrana; mientras que en el OS

pudo ser encontrada en la mayoria de ellos.

5.10.2. ESTROMA

El estroma de la céornea forma la mayor parte de su estructura, ocupando
aproximadamente el 80-85% de su espesor. Esta porcion de la cornea tiene la
caracteristica de ser transparente. Estd compuesto por queratocitos, colageno, linfocitos,

macrdfagos y neutrofilos aislados (MAGGS, 2009; SRIDHAR, 2018).

En el presente estudio, se evaluaron las caracteristicas de los queratocitos: en el
grupo 1, aunque encontramos tanto queratocitos maduros (en mayor proporcion en el
OD) como queratocitos muy activos (en mayor nimero en el OS), la mayoria eran
inmaduros. Mientras que en grupo 2, la mayoria de los queratocitos en ambos 0jos
presentan un cierto grado de actividad, con solo 4 (OD) y 5 casos (OS) de queratocitos

maduros.

En el grupo 3 estas células presentaron tendencia a la actividad, encontrando
queratocitos inmaduros y muy activos principalmente en ambos subgrupos, aunque los
queratocitos maduros también se encuentran en algunos lugares, siendo su nimero mas

abundante en el OD.

Por lo tanto, al evaluar las caracteristicas histologicas de los queratocitos,
encontramos cierta tendencia a que presenten mayor actividad a medida que pasa el

tiempo.
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A diferencia del presente estudio, diversos autores evaluan los cambios que
presentan estas células en procesos de reparacion corneal con técnicas
inmunohistoquimicas, como es el caso de MORISHIGE (2011), en el que se evalaa la
transdiferenciacion de los queratocitos en miofibroblastos en cérneas que presentaban
queratopatia bullosa; o de TAKAHASHI (2007) que valoré la diferenciacion
miofibroblastica tras colocar un parche de membrana amnidtica en una cornea que

presentaba una quemadura alcalina.

El edema corneal es otro de los factores histologicos que pudimos evaluar. Este
cambio patologico en el estroma corneal se produce cuando existe una disfuncion del
endotelio, del estroma o del epitelio, que permite la entrada de agua desde el exterior o
del interior del globo ocular a la cornea. Un exceso de fluidos acumulados en el estroma
separa las lamelas de coldgeno, dando lugar a la pérdida de la transparencia corneal

(MAGGS, 2009).

En el presente estudio, el edema se produce por la disrupcion existente en el epitelio

tras la queratotomia y se catalog6 como edema simple y edema mixoide.

El edema simple se encontrd en la mayoria de los puntos analizados en OD y OS de
los 3 grupos, mientras que para el edema de tipo mixoide se encuentran diferencias
tanto entre los grupos y entre el lado estudiado (OD y OS), siendo dispares sus

resultados.

En el presente trabajo, la presencia de patrones vasculares en el estroma es otra de
las diferencias presentes entre los grupos. En el grupo 1, no hay coincidencia entre OD
y OS: en el OD la mitad de los casos los presentaron y la otra mitad no, mientras que en
el OS solo 6 lo presentaron y 18 no. En el grupo 2, existen coincidencias apreciables
entre el OD y el OS, ya que no presentan patrones vasculares en la mayoria de los
puntos analizados; lo mismo ocurre en la mayoria de los puntos del OD del grupo 3,

pero no en los del OS, donde, en la mayoria de ellos, encontramos patrones vasculares.

En la evaluacion de queratocitos, en cuanto a la presencia de patrones vasculares
0 neovascularizacion en el estroma corneal, diversos autores han utilizado técnicas
inmunohistoquimicas, a diferencia del presente estudio, que se realizo exclusivamente
con la observacion histologica de las corneas. Es el caso de LOPEZ (2018), que utilizo

el VEGFA (Vascular endothelial growth factor-A) tras la aplicacion de diferentes
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farmacos en un modelo corneal de conejo, y JIANG (2017) donde este factor se evaluo

junto con otros mediadores para valorar la reparacion corneal.

5.10.3. LIMBO

En el limbo se valoraron histolégicamente signos de inflamacion, y se encuentra
que, en los tres grupos valorados, existe una tendencia a que se presente mas
inflamacion en el OD que en el OS. Aunque hay que resaltar que se presentan en

diferentes grados en los distintos grupos.

Con respecto a la vascularizacion, existe una coincidencia entre grupos y

subgrupos, ya que esta presente en todos los casos evaluados.

La presencia de edema en el limbo coincide en los dos primeros grupos, tanto en
OD como en OS, mientras que, en el tercer grupo, hay diferencias en la presencia de

edema, no se encontrd en 1 caso de OD y en 2 de OS.

5.11. FORMULA MATEMATICA PARA LA EVALUACION DE
LA RECUPERACION CORNEAL

En nuestro conocimiento, para la evaluacion de la recuperacion corneal, es la

primera vez que se utiliza una férmula matematica en la que se tienen en cuenta las

caracteristicas histologicas del proceso de regeneracion corneal.

De esta manera, para nosotros la reparacion corneal es un término mas complejo

que el utilizado habitualmente para describir la recuperacion corneal.

No se encontraron diferencias entre grupos cuando se examinaron
exclusivamente los signos clinicos y las medidas de OCT. Incluso, ni siquiera cuando se
evaluaban las iméagenes histologicas por si solas, se pudo concluir en la existencia de
mejoria tras la colocacién de la membrana amnidtica, ni si existian diferencias en el

modo de colocacion.

Sin embargo, gracias al empleo de la formula que hemos desarrollado en este
trabajo, basada en nuestros resultados histoldgicos, podemos afirmar que la reparacion

corneal es mas efectiva con la aplicacion de un trasplante unicapa de membrana

161



DISCUSION

amniotica tras la realizacién de un defecto corneal controlado, si lo comparamos con un

ojo en el que no se coloca dicha membrana.

Esto coincide con los resultados de diferentes articulos que indican que esta
técnica supone una mejoria en la recuperacion del espesor corneal. Sin embargo, la
mayoria de los articulos usan combinaciones de la membrana amnidtica con otras
técnicas como Cross-linking (SOEKEN, 2018), técnica multicapa (COSTA, 2019),
combinando la técnica multicapa con otras técnicas como aplicando gas mixto C3F8 en
camara anterior (FAN, 2016), o anadiendo células corneales estromales entre capas de

membrana amniética ultrafina (GONZALEZ-ANDRADES, 2017).

El presente estudio utiliza la técnica de trasplante monocapa, cuya efectividad ha
sido demostrada en otros estudios, como el de GOKTAS (2017). Sin embargo,
consideremos que son necesarios mas estudios que sostengan esta afirmacion,
incluyendo evaluaciones de diferentes métodos de colocacion de la membrana, tiempos
de aplicacion, y técnicas quirirgicas. Ademas, proponemos que se aplique la nueva
formula que hemos desarrollado para evaluar la capacidad de reparacion corneal en

posibles variaciones.

Con mas detalle, tras la evaluacion de las tablas EST Sy EST_6, encontramos
que, en la reparacion inicial, tras la primera semana, la mejoria es mayor en los
individuos en los que la membrana se coloco por el lado estromal (TMA estromal vs
control=0.570, con un intervalo de confianza del 90%= 0.021;1.119). Mientras que, en
el periodo més avanzado (2-4 semanas), los individuos a los que se les colocod la
membrana por el lado epitelial presentaron mayor reparacion (diferencia de resultados=

0.097, con in intervalo de confianza del 90%= 0.009;0.785).

Estos resultados se confirman en la Tabla EST_6, cuando se comparan
directamente los modos de insercion (epitelial y estromal), siendo el resultado -0.869,
con un intervalo de confianza del 90%= -1.655; -0.093, en la primera semana. Mientras
que, en la segunda fase, la superioridad de la colocacion por el lado epitelial con
respecto a la estromal es de 0.745, con un intervalo de confianza del 90%= 0.197;

1.294.
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Todos los analisis sugieren que en la primera semana el trasplante de membrana
amniotica es mas efectivo cuando se coloca en el modo estromal, mientras que, a largo

plazo, el modo epitelial es mas efectivo.
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6. CONCLUSIONES

PRIMERA. La evaluacion de los signos clinicos presentados durante el proceso de
reparacion corneal concluye que no existe una diferencia si se realiza o no un trasplante
de membrana amniotica, tras la realizacion de una queratectomia superficial.

SEGUNDA. El estudio de medidas de OCT en diferentes puntos de la cornea durante el
proceso de curacion corneal demuestra que no hay diferencia en la recuperacion corneal
si se realiza o no un trasplante de membrana amnidtica, tras la realizacion de una
queratectomia superficial.

TERCERA. La valoracion de los resultados histopatologicos recabados en el proceso de
recuperacion corneal confirma que el uso de una capa de membrana amnidtica resulta en
una mayor recuperacion corneal tras la realizacion de una queratectomia superficial
controlada, ya que existe un modelo lineal que demuestra una interaccion
estadisticamente representativa entre el tiempo y el modo de implantacion de la
membrana amniodtica.

CUARTA. Los resultados histopatologicos confirman que, a corto plazo, la colocacion
del trasplante de membrana amniotica es mas efectivo por el lado estromal, mientras que
a largo plazo la colocacion por el lado epitelial es mas efectivo.

QUINTA. El uso de la formula matematica que emplea los resultados histopatolégicos
presentada en este trabajo ofrece un método mas efectivo y preciso para la evaluacion de
la recuperacion corneal, comparado con la observacion directa de los signos clinicos o
realizando medidas de OCT durante el proceso de reparacion corneal.
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7. RESUMEN

El estudio tiene como objetivo evaluar la curacién corneal post trasplante de
membrana amniotica en defectos corneales controlados, justificando su aplicacion en la
practica oftalmologica habitual. El objetivo es establecer un método confiable para

evaluar el proceso de reparacion.

En tres grupos de seis conejos adultos de Nueva Zelanda, se realizdo una
queratectomia y trasplante en monocapa de membrana amnidtica (AM) humana
deshidratada en el ojo izquierdo (OS), tomando el ojo derecho (OD) como ojo de control.
Se evaluaron los signos clinicos y se enuclearon ambos ojos a las 1, 2 y 4 semanas para
mediciones por tomografia de coherencia Optica (OCT) y andlisis histologico,
recopilando datos de diferentes regiones de epitelio, estroma y limbo. Este estudio se
realizd utilizando una formula que combina datos histoldgicos categorizando su presencia

y/o tipo como beneficioso para la reparacion corneal.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los ojos
experimentales y de control con respecto a todos los signos clinicos y mediciones de
OCT. Sin embargo, un modelo lineal utilizando resultados histopatologicos mostrd una
interaccion periodo-modo de implante con significacion estadistica (p=0,010).

El uso de la membrana amnidtica de una sola capa dio como resultado una mejor
recuperacion corneal: el lado estromal mostré una mejor recuperacion en la primera

semana y el lado epitelial demostro ser mas efectivo que el lado estromal a largo plazo.

Por primera vez, se introduce una formula estadistica que emplea datos
histopatologicos para determinar la recuperacion corneal, ofreciendo potencialmente un
método mas preciso y confiable en comparacion con la observacion de signos clinicos y

mediciones corneales con OCT.
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7. SUMMARY

The study aims to evaluate corneal healing post amniotic membrane
transplantation in controlled corneal defects, justifying its application in routine
ophthalmology practice. The objective is to establish a reliable method for assessing the

repair process.

In three groups of six adult New Zealand rabbits, keratectomy and a monolayer
transplant of dehydrated human amniotic membrane (AM) were conducted in the left eye
(OS) with the right eye (OD) serving as the control eye. Clinical signs were assessed, and
both eyes were enucleated at 1, 2, and 4 weeks for optical coherence tomography (OCT)
measurements and histological analysis, collecting data from different epithelium,
stroma, and limbus regions. This study was conducted using a formula that combines

histologic data categorizing their presence and/or type as beneficial for corneal repair.

No statistically significant differences were found between the experimental and
control eyes regarding all clinical signs and OCT measurements. However, a linear model
using histopathological results showed a period-implant mode interaction with statistical

significance (p=0.010).

The use of the single-layer amniotic membrane resulted in improved corneal
recovery with the stromal side showing better performance in the first week and the
epithelial side proving to be more effective than the stromal side in the long term. For the
first time, a statistical formula employing histopathological data is introduced to
determine corneal recovery, potentially offering a more accurate and reliable method
compared to the observation of clinical signs and corneal measurements with optical

coherence tomography. (OCT).
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Summary. The study aims to evaluate corneal healing
post amniotic membrane transplantation in controlled
corneal defects, justifying its application in routine
ophthalmology practice. The objective is to establish a
reliable method for assessing the repair process.

In three groups of six adult New Zealand rabbits,
keratectomy and a monolayer transplant of dehydrated
human amniotic membrane (AM) were conducted in the
left eye (OS) with the right eye (OD) serving as the
control eye. Clinical signs were assessed, and both eyes
were enucleated at 1, 2, and 4 weeks for optical
coherence tomography (OCT) measurements and
histological analysis, collecting data from different
epithelium, stroma, and limbus regions. This study was
conducted using a formula that combines histologic data
categorizing their presence and/or type as beneficial for
corneal repair.

No statistically significant differences were found
between the experimental and control eyes regarding all
clinical signs and OCT measurements. However, a linear
model using histopathological results showed a period-
implant mode interaction with statistical significance
(P=0.010).

The use of the single-layer amniotic membrane
resulted in improved corneal recovery with the stromal
side showing better performance in the first week and
the epithelial side proving to be more effective than the
stromal side in the long term. For the first time, a
statistical formula employing histopathological data is
introduced to determine corneal recovery, potentially
offering a more accurate and reliable method compared
with the observation of clinical signs and corneal
measurements with OCT.
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Corneal histopathology, Biomaterial
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Introduction

The outer fibrous tunica of the eye comprises the
sclera and the cornea. The limbus serves as the
transitional zone between the cornea (anterior) and the
sclera (posterior). The cornea, positioned at the front of
the eyeball and transparent in nature, facilitates the
passage of light into the eye, thereby enabling vision. In
mammals, the cornea comprises the external corneal
epithelium, the corneal stroma, and internally,
Descemet's membrane and endothelium (Maggs, 2009).

Corneal ulceration occurs when the corneal
epithelium is breached, exposing the underlying corneal
stroma. It ranks among one of the most prevalent eye
diseases in veterinary ophthalmology and is particularly
common in rabbits, as indicated by some authors
(Andrew, 2002; Maggs, 2009). The disease is classified
as one of the inflammatory keratopathies, which can
manifest either as ulcerative or non-ulcerative. Clinical
signs, possible treatments, and prognosis may vary
according to the depth of the defect. It is important to
note that depth is not the only factor affecting healing;
bacterial or fungal contamination may also adversely
affect treatment (Maggs, 2009).

In superficial ulcers, the absence of infection, the
elimination of the original cause, and topical treatment
usually suffice to resolve the condition (Maggs, 2009).

In cases of deeper ulcers complicated by bacteria or
fungal involvement, resolving them may necessitate
corneal surgery and the application of biomaterials (Xie
et al., 2018; Gogova et al., 2020). Some examples of
such materials include stem cell transplantation, the use
of polymer membranes, oral mucosa, amniotic
membrane, and porcine bladder, among others (Sorsby et

©The Author(s) 2024. Open Access. This article is licensed under a Creative Commons CC-BY International License.
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al., 1947; Arora et al., 2005; Lo et al., 2013).

The amniotic membrane has been shown to be an
effective biological material for restoring conjunctival
and corneal surfaces in both human and veterinary
patients when used as graft material (Tejwani et al.,
2007; Rosen et al., 2018; Costa et al., 2019). In
transplantation (Che et al., 2019; Dragtfiova et al.,
2019), it can be employed either independently or in
conjunction with other tissues, such as the umbilical
cord. Additionally, it is applied in eye drops to facilitate
corneal re-epithelialization yielding satisfactory results
(Tighe et al., 2017; Murris et al., 2018).

The amnion possesses several advantageous
properties including its anti-fibrotic, anti-angiogenic,
anti-protease, and anti-inflammatory properties. These
properties contribute to the reduction of neutrophil
infiltration, lipid peroxidation, and keratocyte death,
thereby preventing symblepharon formation and
decreasing stromal inflammation (Tamhane et al., 2005;
Tandon et al., 2011; Lo et al., 2013).

Advanced diagnostic imaging tests are employed to
acquire the most precise and accurate information
regarding an individual's eye condition. Optical
coherence tomography (OCT) can provide cross-
sectional or tomographic images of the eye with
micrometric resolution. Anterior segment OCT (AS-
OCT) is utilized for diagnosing corneal diseases or
anomalies, such as dystrophies or foreign bodies, and
their repair following specific eye surgeries, among
other applications (Armarnik et al., 2019; Kuo and Lee,
2019; Wang et al., 2019). Furthermore, studies have
demonstrated its effectiveness in assisting corneal and
intraocular surgery, particularly in determining the
dimension of a corneal biopsy (Schmidt et al., 2019;
Shan et al., 2019).

Moreover, histopathology serves as a valuable tool
for examining morphology and analyzing its indicators
can shed light on healing mechanisms by providing
morphological evidence of the reparative process in
corneal ulcers, while also gauging the extent of
inflammation and fibrosis (Raghunathan et al., 2017; Jie
et al., 2018).

The objective of this study was to scrutinize the
corneal healing process by intentionally inducing a
controlled stromal defect using an amniotic membrane.

Table 1. Experimental model. Treatment Assignment.

Number Eye Follow-up days*

of rabbits Left Right 7 15 30
9 AM in mode epithelial  Control 3 3 3
9 AM in mode stromal Control 3 3 3

*: Data are treatments and frequencies. Distribution of individuals (n=18)
in different groups (n=3), treatment assignment according to epithelial
side (n=9) or stromal side (n=9) in the left eye of each individual (the OD
always acts as a control), and follow-up time until euthanasia (7, 15, and
30 days).

This investigation aims to validate the membrane's
application as a viable treatment in routine clinical
ophthalmology and to find a reliable method for
evaluating the reparative process.

To assess the procedure, clinical signs, OCT
measurements and histopathology were assessed at
different stages of the recovery process. Comparisons
were drawn between the amniotic membrane placed over
the stromal or epithelial side of the defect and the control
eye, where no membrane was applied.

Materials and methods

This study was verified and approved by the ethics
committee of the University of Las Palmas de Gran
Canaria (OEBA-ULPGC 08/2016).

Design

This clinical trial aimed to evaluate the effects of
inserting an amniotic membrane (AM) into the eye for
corneal recovery in rabbits. Eighteen healthy, adult New
Zealand rabbits, in optimal physical condition, were
involved in the study. The rabbits were divided into three
groups of six individuals: “Group 1” (individuals 1-6),
“Group 2” (7-12), and “Group 3” (13-18). Group 1 was
sacrificed after the first week, Group 2 after two weeks,
and Group 3 after four weeks. Measurements of total
corneal thickness, maximum ulcer thickness, and central
thickness were taken for each eye.

Treatments (mode de insertion of AM) were
randomly assigned according to Table 1.

Surgical approach

All rabbits underwent anesthesia using a uniform
protocol and prepared for sterile procedures. A
controlled stromal defect was induced in 36 eyes. This
keratectomy was performed with a 7 mm vacuum
trephine (Clear-vue®™, Moria, France) set at a depth of
200 microns, following the manufacturer's instructions.

A single 8 mm diameter and 0.2 mm thick layer of
dehydrated human AM (Visio-Amtrix®, TBF-Tissue
engineering, France) was applied exclusively over the
defect to the left eye (OS). In half of the cases (1, 2, 3,
7, 8,9, 13, 14, and 15), the epithelial side of the
membranes made contact with the corneal stroma,
while in the other half, the stroma of the defect was in
contact with the stromal matrix of the amniotic
membrane.

Tissue glue (OcuSeal®, Beaver-Visitec Inter-
national, Waltham, MA) was used to adhere the
membrane following the manufacturer's instructions.
To prevent a corneal reaction, no stitches, flaps, or
contact lenses were utilized to fix the membrane,
allowing for the evaluation of inflammatory and
reparative reactions without interference from suture
material, as well as the assessment of external
evolution.
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Postoperative management

A topical antibiotic (Ofloxacin 0.3%; Exocin®,
Allergan, Ireland) was applied every 12 hours to all
subjects, in conjunction with artificial tears (Systane®,
Alcon, USA) until complete epithelialization was
achieved.

To prevent potential digestive issues caused by
handling, analgesic therapy with buprenorphine (0.03

mg/kg), metoclopramide (0.5 mg/kg), and ranitidine (2
mg/kg) were administered every 12 hours for the first
three postoperative days (given subcutaneously).

Clinical signs

Throughout the initial week and bi-weekly thereafter
until the study's conclusion, all eyes underwent daily
remote and slit-lamp observations. These assessments

Fig. 1. Example of the different clinical
signs studied. 1. Superficial
vascularization (arrow). 2. Deep
vascularization (arrow). 3. Corneal
edema (arrow). 4. Conjunctival
congestion. 5. Secretion. 6.
Discomfort. 7. Blepharospasm.
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involved documenting the presence or absence of
superficial and deep vascularization, discharge,
discomfort, corneal edema, blepharospasm, hypopyon,
and conjunctival congestion. (Fig. 1). The classification
was assigned a value of "0" for the absence of a clinical
sign, "1" for mild presentation, "2" for moderate
presentation, and "3" for severe presentation.

OoCT

On the specified date for each group, rabbits were
euthanized and transconjunctival enucleation was
performed on both eyes for subsequent OCT and
histological analysis.

The OCT model employed in the present study was
Stratus Cirrus 500®, Zeiss, Germany, operating in
"anterior chamber" mode). Each cornea underwent
several OCT examinations to derive average
measurements, encompassing normal corneal thickness,
maximum ulcer thickness (the maximum thickness
adjacent to the keratectomy incision), and central
thickness (the thickness in the middle of the
keratectomy) (Fig. 2).

The OCT also provides information regarding the
presence or absence of lesional and/or perilesional
edema. According to their degree of edema, corneas
were classified into four groups ranging from "0" (no
edema) to "3". Perilesional edema was classified as "1"
if the edema ranged from 400 to 500 microns, "2" if the
edema ranged from 500 to 600 microns, and "3" if the
edema exceeded 600 microns. For lesional edema, "1"
denoted edema less than 400 microns, "2" for edema
between 400 and 500 microns, and "3" for edema greater
than 500 microns. (Fig. 2).

Histopathology

Following OCT analysis, the eyes were preserved
and fixed in 4% buffered formaldehyde. Macroscopic
sections were made at the level of the anterior chamber,
encompassing the cornea, limbus, and lens. The cornea
was sectioned centrally and embedded in paraffin. Four-
micron sections were obtained and stained with
hematoxylin and eosin (H&E).

In total, the 36 corneal samples underwent
histological studies, with data collected from areas of the
epithelium and stroma (central zone, intermediate zone
between the center and one of the defects, and a point
close to both defects). Additionally, the condition of the
sclerocorneal limbus was also assessed.

Epithelium: For each of these areas, the following
information was obtained: number of cell layers
(numerical value), and the presence (1) or absence (0) of
the basal layer and the basement membrane.

Stromal: keratocytes were studied and classified based
on their activity at the stromal level, with a value (0)
assigned to those without activity or mature keratocytes,

typically found in lower strata of the corneal stroma and
characterized by elongated, flat nuclei that are separated
from one another. In contrast, keratocytes with larger
elongated nuclei and appearing in greater numbers with
less separation were identified as immature keratocytes
with value (1), and the more active immature keratocytes
with large nuclei and obvious nucleoli were identified as
having value (2).

The same assessment was conducted at the stromal
level determining the presence (1) or absence (0) of
simple edema, myxoid edema, and capillary blood
vessels.

For the sclerocorneal limbus: inflammation was
assessed by examining the presence of lymphocytic
infiltrates within the perivascular or interstitial spaces.
Assigned values ranged from negative (0) to mild (1),
moderate (2), and marked (3). The examination also
included the presence (1) or absence (0) of neoformed
capillaries as well as edema.

Histopathological data analysis

Using the data obtained from the histology section, a
formula was developed that integrated all the data based
on whether their presence and/or type contribute to
corneal repair. The formula is outlined as follows:
Corneal repair= Epithelial regeneration+ Stromal repair+
Limbal repair.

For epithelial regeneration: data were collected at
the different points described above (central zone,
intermediate zone, proximal zone 1, and proximal zone
2). The number of cells (NCEL) is considered a positive
value, with a higher count of cell layers indicating a
more advanced level of regeneration. Additionally, basal
cells (BCEL) and the presence of the basement
membrane (BMEM) are considered positive values,
reflecting enhanced regeneration. Therefore:

Epithelial regeneration= NCEL + BCEL + BMEM

Data related to stromal repair include the following:
Concerning Keratocytes (KERAT), the degree of repair
varies according to the stage. A value of "0" signifies the
optimal condition. It is important to note that the
presence of simple edema (EDEMA), myxoid edema
(MIX), and vascularization (VASC) indicates a lower
degree of repair. Accordingly:

Stromal Repair=KERAT (0>1>2) - EDEMA - MIX -
VASC

In the case of limb repair, the following data are
considered: Inflammation (LIMBUS INFL): depending
on the degree of inflammation, indicates varying levels
of repair activity with a value of “0” denoting the highest
level of repair. Vascularization (LIMBUS_ VASC) and
edema (LIMBUS EDEMA): Their presence implies a
lesser degree of repair. Therefore:
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Limbal repair=LIMBUS_INF (0>1>2>3) - LIMBUS
VASC - LIMBUS EDEMA

Statistical analysis
Zero-inflated Poisson model

The impact of treatments on the progression of eye
lesion counts in Blepharospasm, Discomfort, and
Conjunctival congestion was assessed. However, the
other clinical signs yielded too many null results,
making them unanalyzable. Thus, for each marker,
denoted as N, 4 . to represent the lesion count in eye “e”
(right or left) ‘corresponding to the r rabbit treated w1th
“t” (Control, Epithelial, Stromal) on day “d" of follow-
up. Given that most counts are null, they were modeled

using a zero-inflated Poisson mode. Additionally,
considering repeated measures within each rabbit, we
included the rabbit effect as a random effect, nested
within, which is the eye effect (Hall, 2000). The
resulting zero-inflated mixed model for each marker
(Blepharospasm, Discomfort, and Conjunctival
congestion) is as expressed as

being: ln(ptd J=atBdty tu +v,,
Here, v, represents the fixed effect of trea&ment (Control
is taken as reference and thus, v 0), u~N(0, o?)
denotes the random effect of the rablblt and v 1s the

random effect of eye “e” nested in the raf) it “r
Additionally, we assume that the probability of zeros

Fig. 2. Different OCT measurements. 1. Normal corneal thickness. 2. Maximum ulcer thickness. 3. Central thickness. 4. Perilesional edema. 5. Lesional

edema.
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p_d may depend on the day of observation, with a higher
probability towards the end of the follow-up.

OCT

In the study of OCT measurements, the variables
were summarized as medians according to the week,
eye, and mode of placement of the AM (epithelial and
stromal).

Corneal repair score

We propose a corneal repair score as a weighted
average of the three repair markers, namely: epithelial,
stromal, and limbus repairs. Thus, for both eyes, the
corneal repair score is defined as a convex linear
combination in the form:

Corneal Repair = w, - R. Epitelial + w, - R. Stroma + w,
- R. Limbus

To determine the coefficients w, w,, w;, we consider
the difference:

D = Corneal. Repair; ., - Corneal. RepairRight
Since the right eye was used as a control in all cases, D

measures the effect of AM in its two modes of insertion
in the left eye (epithelial and stromal) on corneal repair

Table 2. Estimation of the zero-inflated Poisson models.

relative to the control (right eye). Thus, we refer to D as
the superiority of the AM inserted in the left eye versus
the control (right eye). Therefore, comparisons between
treatments will be carried out using D-differences
according to the following model:

D=p+a-AM + B - Period + v - AMxPeriod + Error
[M2]

Here, “AM” represents the factor denoting the insertion
mode of AM, with epithelial and stromal modes coded
as 1 and 0, respectively (stromal is taken as reference),
“Period” takes values of 0 or 1 based on the first or 2-4
weeks and "Error" denotes the random variables
corresponding to unexplained variability. We assume
that these variables are independent and normally
distributed with a mean of zero and standard deviation c.

We choose the weights w,, w,, ws, as those that
maximize the adjusted-R? coetlﬁcient corresponding to
the fit of the model [M2] using the least squares method.
It is important to note that y represents the effect of the
interaction between AM and Period factors (AM
concurrence in the epithelial mode with the second
period).

The model was estimated using least squares and
summarized by parameter estimates and standard errors
(SE). Adjusted means for the differences D by period
and mode of insertion of the AM were also estimated.
Due to the low sample size, parameters were estimated

Marker Effect Coefficient (SE) P-value
Blepharospasm (Intercept) 0.88 (0.21) <0.001
Days (B) -0.57 (0.06) <0.001
Treatment (y,)
Control (reference) 0 -
AM in mode epithelial 0.48 (0.21) 0.02
AM in mode stromal -0.44 (0.27) 0.102
Discomfort (Intercept) 0.96 (0.20) <0.001
Days (B) -0.54 (0.05) <0.001
Treatment (y;
Control (reference) 0 -
AM in mode epithelial 0.37 (0.20) 0.063
AM in mode stromal -0.44 (0.25) 0.083
Conjunctival congestion (Intercept) 1.32 (0.14) <0.001
Days -0.42 (0.03) <0.001
Treatment (y,)
Control (reference) 0 -
AM in mode epithelial 0.18 (0.15) 0.24
AM in mode stromal -0.36 (0.18) 0.048

For Blepharospasm, Discomfort, and Conjunctival congestion, the lesion counts decrease throughout the follow-up period (P<0.001). Regarding
Blepharospasm, the epithelial insertion mode was consistently associated with a higher expected number of lesions compared with the control (P=0.02)
throughout the follow-up, while the stromal insertion mode showed no significant difference with the control (P=0.102). For Discomfort, although
statistical significance was not reached, the expected lesion count in the nonconforming group tended to be higher when inserting the amniotic
membrane in the epithelial mode relative to the control (P=0.063) and lower than the control when inserted in stromal mode (P=0.083). For Conjunctival
congestion, the expected number of lesions was significantly reduced relative to the control for the stromal insertion mode (P=0.048), while the
epithelial insertion mode showed no significant difference from the control (P=0.24).
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using 90% confidence intervals.

Statistical significance was set at P<0.05. Data
were analyzed using the R package, version 4.2.1
(R Development Core Team, 2022). The zero
-inflated Poisson model was estimated using R-
package “glmmTMB” (https://github.com/glmmTMB/
glmmTMB). The model for the differences in corneal
repair (D) was analyzed using R-package “emmeans”
(https://cran.r-project.org/web/packages/
emmeans/index.html).

Results
Clinical signs

Data were collected by one investigator. All 18

specimens were scanned and data collected daily from
days 1 to 7. Scans were performed on days 7, 9, 11, and
15 for the second group (rabbits 7-12). In Group 3
(rabbits 13-18), scans were conducted on days 17, 21,
23,27, and 30.

Table 2 summarizes the estimation of the fixed
effects corresponding to the zero-inflated Poisson model.
For the three markers (Blepharospasm, Discomfort, and
Conjunctival congestion), the lesion counts showed a
consistent decrease throughout the follow-up period
(P<0.001). Regarding Blepharospasm, the epithelial
insertion mode was consistently associated with a higher
expected number of lesions compared to the control
throughout the follow-up (P=0.02), while the stromal
insertion mode did not exhibit a significant difference
from the control (P=0.102). Although statistical

Fig. 3. Evolution of lesion counts according to treatment and
follow-up day. For each marker, evolution of lesion counts
according to treatment. The curves correspond to the mixed-
model fits.
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significance was not achieved, the expected lesion count
in the nonconforming group tended to be higher when
the AM was inserted in the epithelial mode compared
with the control (P=0.063) and lower than the control
when inserted in the stromal mode (P=0.083). For the
conjunctiva, the expected number of lesions was
significantly reduced relative to the control for the
stromal insertion mode (P=0.048), while the epithelial
insertion mode showed no significant difference from
the control (P=0.24). These results are illustrated in
Figure 3.

ocT
According to the measurements performed, different

results were obtained concerning corneal thickness and
the presence and type of edema.

Table 3. Corneal thickness according to treatment mode and week.

Mode of insertion of the amniotic membrane (AM)

Epithelial N=9 Stromal N=9
Thickness Week Lefteye Right eye Lefteye  Right eye
Total 1 413 483 422 470
2 452 464 454 453
4 427 422 429 429
Ulcer 1 272 219 259 234
2 379 320 344 290
4 285 273 254 245
Central 1 283 343 296 256
2 368 306 418 409
4 325 336 301 288

Descriptive table summarizing the corneal thicknesses in medians for
each eye according to the week of observation and the method of
amniotic membrane insertion in the left eye of each rabbit. Data are
medians.

Table 4. Statistical analysis of the lesional and perilesional edema.

Eye with the amniotic membrane

Several OCT measurement results could not be
obtained for all eyes: in Group 1 at 40D and 60D for
total thickness (TT) and central thickness (CT); in Group
2 at 708, 80D, and 80S for TT; 80D for Ulcer Max
Thickness (UMT) and in 80D and 8OS for CT.

The characteristics of corneal thickness by eye and
follow-up are summarized in Table 3, which presents
median values of corneal thicknesses in each eye at
different points of the keratectomy: the normal corneal
thickness (total), ulcer maximum thickness (ulcer max),
and central thickness (central). This summarization is
organized based on the week of observation and the
method by which the AM was inserted in the left eye of
each rabbit. Throughout the follow-up period,
thicknesses between the two eyes did not exhibit
statistically significant differences, possibly due to small
sample sizes.

The same occurs with Table 4, which presents the
statistical analysis of lesional and perilesional edema.
Over time, no statistically significant differences were
observed between the control and study eyes.

Histopathology

Table 5 summarizes the variations in corneal repair
scores (epithelial, stromal, and limbal) between the two
eyes, considering the mode of AM implantation and the
week of follow-up.

In this table, it is noted that when evaluating
differences in corneal repair (left minus right eye) based
on the treatment group, the epithelial repair of the first
week exhibits an almost statistically significant
difference between the methods of membrane placement
(P=0.077).

Figure 4 illustrates the findings of most cases in
Group 1 during the first week of treatment. The presence
of stromal reactivity and irregular regenerated

Table 5. Differences in corneal repair (left eye minus right eye)
according to treatment group.

Week Edema Control eye <400 >400
1 Peri-lesional <400 0 0
>400 0 3
2 <400 0 0
>400 0 2
4 <400 0 0
>400 0 1
1 Lesional <400 1 0
>400 1 1
2 <400 0 1
>400 0 2
4 <400 4 0
>400 0 2

AM insertion mode

Week  Epithelial N=9 Stromal N=9 P-value*

Epithelial 1 0(-3;1.5) 10 (10; 12.5) 0.077

2 1(-3;12) -3 (-10; 4) 0.7

4 -2 (-2.5;6) -1(-2;0) 1
Stroma 1 1(0.5; 2) 1(0.5; 4) 1

2 2(1;2) 0 (0; 0.5) 0.346

4 0(-0.5;2) 0(-1.5;1.5) 0.825
Limbo 1 -1 (-1;-0.5) -1(-1.5;-0.5) 0.814

2 0 (-0.5; 0) 0 (-0.5; 0) 1

4 0(0; 0) 0(-0.5; 0) 0.505

No statistically significant differences were found when comparing the
control eye with the test eye over time. Data are frequencies.

Data are medians (25-75™ percentile). *: Wilcoxon test for independent
samples. When examining variations in corneal repair (left eye minus
right eye) based on treatment groups, a statistically significant difference
was observed in epithelial repair during the first week, with a P-value of
0.077 indicating the impact of the method of membrane placement.
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epithelium, in the membrane epithelial side (A),
contrasts with the absence of such features in image (B)
corresponding to the cornea with the membrane placed
on the stromal side in OS, exhibiting a mature stroma.
Below, control case (C) with scant epithelium can be
observed. The limbal area shows marked habitual
activity (D).

The score of the corneal repair model leading to the
best fit [M2] was:

Corneal.Repair = 0.0675xR. Epitelial + 0.195%R.
Stroma + 0.7375%R. Limbus

The analysis of the effects of AM on corneal repair
is summarized in Tables 6 and 7. In the first week, the

expected value of the repair score was higher when the
stromal insertion mode was used compared with the
control (superiority of AM-stromal score vs.
control=0.570; 90% CI=0.021; 1.119). However, in the
second period, the insertion in epithelial mode was
superior to the control (difference in scores=0.397; 90%
CI=0.009; 0.785). Finally, when the insertion modes are
directly compared, the stromal mode shows greater
effectiveness in the first period (superiority of AM-
epithelial score vs. stromal=0.869; 90% CI=-1.655; -
0.093) while in the second period, the epithelial mode is
more effective than the stromal mode (superiority of
AM-epithelial score vs. stromal=0.745; 90% CI=0.197,
1.294).

Figure 5 illustrates the evolution of corneal repair in

Fig. 4. Histopathological section of corneas corresponding to Group 1. A. OS. Membrane placed on the epithelial side. High stromal reparative activity
in the proximal area of the surgical wound: thick arrow; asterisk*: normal stroma. Irregular number of epithelium layers and altered basal cells: thin
arrows 1, 2. H&E. B. OS. Membrane placed on the stromal side. Cornea with absent epithelium: (asterisk). Lax stroma with superficial and myxoid
edema: (double asterisk). Immature keratocytes in the stroma: (arrows). H&E. C. OD Control. Cornea with two or three layers of reactive epithelium:
(asterisk). Irregular basal cells and imprecise basement membrane: (arrow 1). Reactive keratocytes: (arrows 2, 3) Sparse inflammatory cells into lax
stroma with myxoid edema: (small arrows). H&E. D. OS. Limbus. Area of the corneal limbus with non-specific chronic inflammatory signs: (thick
arrows). Regular basal cells: (arrows 1, 2). Capillary vessel in formation structure: (arrow 3). Two conformed capillaries: (arrows 4, 5). Well-formed

epithelium: (asterisk). H&E. Scale bars: A, D, 50 ym; B, C, 70 um
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Groups 2 and 3. One case with the membrane placed on
the epithelial side (A) in mode 1 in OS showed a high,
regenerated epithelium with residual active stroma,
whereas, in image (B), there is a well-formed epithelium
and stroma with immature keratocytes and aqueous
edema. The control case (C). The limbus exhibits an
apparent structure and moderate activity (D).

Discussion

It is well known that rabbits are commonly used in
laboratory research due to their manageability, space
efficiency, and cost-effectiveness. Since domestic rabbits
(Oryctolagus cuniculus) are popular pets, they are
frequently encountered in veterinary practice. As prey
species, rabbits have prominent, laterally positioned eyes
that provide them with a wide field of vision (Maggs,
2009).

Extensive research has been conducted on ocular
alterations in wild animals, pets, and experimental
animals, with the cornea being the most commonly
affected organ and corneal ulcers being the most
common pathology in this species (Andrew, 2002).

Clinical signs

Different studies have reported different results on

the reduction of pain after AM transplantation in various
corneal diseases. A study of patients with acute ocular
burns (Tamhane et al., 2005) found that patients
undergoing amniotic transplantation did not experience
as much pain as those receiving only medical therapy.
Comparatively, our study found that the eye with AM
(OS) exhibited more signs of pain, including greater
discomfort, conjunctival congestion, and blepharospasm
than the OD, as shown in table 2, and figure 3. The
statistical results for the three clinical signs indicate
P<0.001.

The placement of the membrane predetermined
differences as to its location: blepharospasm and
discomfort were more common in patients with the
membrane in the epithelial position than in those with
the membrane in the stromal position, although
discomfort was not statistically significant (P=0.063).
These results may correlate with the sensation of a
foreign body in patients with Sjogren's syndrome who
have undergone amniotic membrane transplantation
(AMT) (Shafer et al., 2019).

Another factor to consider when determining
whether AMT is more advantageous than other
techniques or treatments is the recovery of visual acuity.
Accordingly, several studies have demonstrated that
there is no statistically significant difference in visual
acuity improvement or signs that may alter it, such as

Table 6. Linear model with treatment-week interaction for the difference D in proposed corneal repair score between left and right eyes (left minus

right).
Coefficient (SE) P-value

(Intercept) 0.570 £0.312) 0.089
Mode of insertion of the AM

Stromal 0 (Reference)

Epithelial -0.869 (0.441) 0.069
Period

Week 1 0 (Reference

Weeks 2 and 4 -0.918 (0.382) 0.03
Interaction: epithelial mode of insertion and weeks 2-4* 1.615 (0.540) 0.01

*: The treatment-period interaction leads to the fact that in the first period, AM is more effective in stromal mode while in the second period, it is more
effective in epithelial mode. This table summarizes the estimation of the corresponding linear model, showing statistical significance for the period-

implant mode interaction (P=0.010).

Table 7. Adjusted means [90% CIt] deduced from the linear model (Table 6).

Mode of insertion of the AM

Period Stromal*

Epithelial* Epithelial vs Stromal**

Week 1
Weeks 2 and 4

0.570[0.021; 1.119]
-0.348 [-0.736; 0.040]

-0.299 [-0.848; 0.250]
0.397 [0.009; 0.785]

-0.869 [-1.645; -0.093]
0.745 [0.197; 1.294]

*: Difference in corneal repairs between the left and right eyes; adjusted means assess the superiority of AM in both modes (left eye) relative to the
control (right eye). **: Comparison of the epithelial and stromal insertion modes: superiority of the epithelial mode insertion minus superiority of the
stromal mode AM. T: Since the sample size was small, 90% confidence intervals were used. This table confirms, through the confidence interval, that
corneal repair is superior in both modes (OS) compared with the control (OD). It also demonstrates that in the second period (weeks 2 and 4), insertion
in the epithelial mode relative to the stromal mode leads to a marked superiority of 0.745 (90% ClI).
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opacity or corneal edema, after acute ocular burn
(Tamhane et al., 2005), alkali burn (Subasi et al., 2017),
or following pterygium surgery (Akbari et al., 2017).

However, several authors have observed differences
in visual acuity when comparing the use of AM with
different techniques to treat recalcitrant filamentous
fungal keratitis (Chen et al., 2016) or bacterial stromal
keratitis (Altay et al., 2016).

In this study, a statistical comparison of corneal
edema presentation among the study subjects was not
feasible due to the prevalence of numerous "0" or null
results. Subsequent studies, potentially involving a larger
number of individuals, should be undertaken to yield
insights into visual recovery outcomes.

Several methods have been described for placing the
AM with varying results. A meta-analysis type study

published in 2019 (Liu et al., 2019) revealed that there
are differences in vision improvement rates (VIR)
depending on the technique used to cover the ulcer: the
highest VIR was found in cases where the AM was
placed in a single layer, followed by those whose AM
was placed in a multilayer technique, and those with the
lowest VIR were the "sandwich" group. In the present
study, the unilayer technique was used. Future studies
may provide further insight into the differences between
different techniques and the severity of ulcer
complications.

The presence of corneal vascularization was
examined in a study where AMT was implanted one
month after performing a superficial chemical
keratectomy. Significant differences were found between
the experimental and control groups three months after

Fig. 5. Histopathological section of corneas corresponding to Groups 2 and 3. A. OS. Membrane placed on the epithelial side. Wound area with dense
stroma with active keratocytes: (arrows 1, 2). High epithelium and well-formed basal layer: (arrow 3). H&E. B. OS. Membrane placed on the stromal
side. Well-formed epithelium with more than five layers with moderately preserved basal cells. Corneal stroma with immature and active keratocytes
surrounded by interstitial aqueous edema: (arrows 1, 2, 3). H&E. C. OD. Control. Epithelium with several layers. Irregular basal cell layer and visible
basement membrane: (arrows). Stroma with mature keratocytes, light edema, and no vessels: (asterisks). H&E. D. OD. Limbus. General view of the
limbus area, with conformed capillaries: (arrows 1, 2) moderate edema and some infiltrating lymphocytes: (arrow 3). H&E. Scale bars: A, D, 70 ym; B,

50 ym; D, 100 pym.
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the keratectomy (Kim and Tseng, 1995).

In a study by Tandon et al. (2011), the results were
consistent regarding vascularization presentation, since
no difference was found between the placement of an
AMT or not for corneal vascularization factors in
patients with moderate ocular burns.

Similarly, Tamhane evaluated the combination of
AMT with medical treatment for ulcers caused by burns,
specifically moderate and severe. Their findings
revealed no statistically significant differences in the
manifestation of vascularization between the groups,
aligning with our study, where no statistically significant
distinction between groups was detected for this
characteristic (Tamhane et al., 2005). It is worth noting
that vascularization was observed in both groups three
months after initiating the study. In a study carried out
by Subasi (Subasi et al., 2017), they examined the
effects of AMT on rabbit corneas affected by alkali
burns. Vascularization was evaluated in a manner similar
to our work, not only using the AMT technique but also
comparing it with crosslinking (CXL) and the
combination of both. In terms of vascularization, a
significant difference was found between groups, with
the group receiving AMT as the sole treatment and the
group receiving AMT combined with CXL showing the
highest degree of vascularization (Subasi et al., 2017).

In this study, like with edema and other clinical
signs, we were unable to carry out statistically reliable
comparisons between the eye where the AM was placed
and the control, as well as between different placement
modes. We suggest conducting additional studies to
delve deeper into this factor, which we deem highly
significant and has been extensively discussed by
numerous authors.

Corneal repair

Several authors have employed the recovery of
corneal thickness as a factor in evaluating the efficacy of
AMT. This can be measured using various methods,
including OCT, which was utilized in the current study
(Raghunathan et al., 2017; Che et al., 2019; Costa et al.,
2019).

The OCT technique has been employed for
determining thickness measurements in different areas of
the cornea, providing reliable diagnostic reproducibility,
for cornea-specific results (Das et al., 2019; Duman et
al., 2019). Despite this, there have only been a few
studies in which this technology has been used to
evaluate corneal regeneration (Raghunathan et al.,
2017).

In the present study, as presented in Table 3, the
highest measurements were obtained in the corneas
evaluated in the second week after keratectomy. These
values decreased in the third group (week four) but
remained higher than those of the first week, except for
three measurements (TT OD, TT OS, and CT OD),
indicating some recovery of the defect.

A similar trend was observed in Raghuthan et al.’s

study (2017), where maximum corneal values were
found in the initial days and then decreased. It is
noteworthy, however, that in our study, we found a
greater thickness during the second week rather than the
first (Table 3). The presence of corneal edema may be
the cause of this condition.

Therefore, in our work, the use of AMT evaluated
by OCT as demonstrated in Table 3 did not indicate an
improvement in corneal thickness recovery.

The present study defines corneal repair as the sum
of epithelial regeneration and stromal and limbal repair.
Without using immunohistochemical techniques, the
data used were obtained from the histopathological
study. Each of these three components has its own
factors that influence corneal repair as a whole, either
positively or negatively.

To our knowledge, this definition of corneal repair
has not been employed previously. Nevertheless, various
authors describe the process using terms like corneal
regeneration or corneal recovery, considering factors like
re-epithelialization or the restoration of corneal
thickness, which are integrated into this novel formula.

In numerous studies, re-epithelialization has been
identified as a factor in corneal recovery. AMT has been
employed as a therapeutic intervention for various types
of ulcers and their underlying causes, encompassing
ulcers induced by burns (Tamhane et al., 2005), ulcers
exhibiting different levels of severity (Tandon et al.,
2011), and ulcers infected by multiple microorganisms
(Altay et al., 2016). Moreover, this terminology is
encountered in research studies where AMT is applied in
conjunction with alternative surgical methods (Akbari et
al., 2017) or implemented through diverse placement
approaches (Liu et al., 2019).

According to the literature consulted, re-
epithelialization is determined by external slit lamp
examination and fluorescein staining assessment
(Tandon et al., 2011; Altay et al., 2016; Akbari et al.,
2017), whereas in the present study, it was determined
by histological analysis and the corneal repair formula.

Based on our results, we propose that corneal repair
is a more comprehensive term than those typically used
to describe corneal recovery. No distinctions were noted
between groups when exclusively examining clinical
signs and OCT measurements in this study. Furthermore,
even upon scrutinizing histological images alone, it
remains inconclusive whether there is an improvement
with the membrane's use or if one placement side is
superior to the other.

Nevertheless, the outcomes derived from the new
formula suggest that, as illustrated in Tables 6 and 7,
corneal repair is more effective with the application of
AM when compared with the control eye. Specifically,
the initial repair, occurring within the first week, showed
superiority in individuals with the membrane placed on
the stromal side (AM-stromal score vs. control=0.570;
90% CI=0.021; 1.119). Conversely, during the extended
recovery period (weeks 2 and 4), individuals with the
AM placed on the epithelial side exhibited better corneal
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repair (difference of scores=0.397; 90% CI=0.009;
0.785).

These results were confirmed when directly
comparing the insertion modes (difference of epithelial
score vs. stromal=-0.869; 90% CI=-1.655; -0.093) in the
first week, while in the second period, the superiority of
epithelial score vs. stromal=0.745; 90% CI=0.197;
1.294.

All the analysis suggests that, in the first week,
AMT is more effective in stromal mode, while in the
long term, the epithelial mode is more effective. This
aligns with different articles indicating that AMT results
in an improvement in corneal thickness recovery.
However, most articles use combinations of AM with
other techniques such as cross-linking (Soeken et al.,
2018), the multilayer technique (Costa et al., 2019), or
even combining the multilayer technique with other
techniques such as mixed gas C3F8 in the anterior
chamber (Fan et al., 2016) or the addition of corneal
stromal cells between layers of ultrathin AM (Gonzalez-
Andrades et al., 2017).

The present study utilized a monolayer TMA
technique, demonstrated to be fully effective by Goktas
et al. (Goktas et al., 2017). However, further research is
necessary to substantiate its use, including investigating
various methods of applying the AM in terms of
positions, times, and surgical techniques. Additionally,
exploring the application of the new formula for corneal
repair in different corneal conditions is essential.

Conclusion

Our findings suggest that the use of AM with the
unilayer technique enhances corneal healing after a
controlled-depth corneal defect. In a short recovery
period, placing the membrane on the stromal side yields
better results, while in the longer term, positioning it on
the epithelial side demonstrates superior outcomes in
terms of corneal recovery. Therefore, we propose the use
of a statistical formula based on a combination of
histopathological results to measure corneal recovery. To
our knowledge, this is the first time it has been
employed and it may offer a more accurate and reliable
method than the observation of clinical signs and the
measurement of corneal thickness by OCT.
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Fig. 1.- 10D. Zona del borde de la herida con reepitelizacién Fig. 2.- 10D. Limbo, Infiltrado inflamatorio. Estroma
importante. superficial edematoso con abundantes capilares. Epitelio
normal con 5 capas.

Fig. 3.- 10D. Presencia de mucha actividad de queratocitos en Fig. 4.- 10D. Estroma laxo y algo edematoso con queratocitos
zona proximal de la herida quiridrgica con disminucion del activos. El epitelio muestra dos capas y capa basal con su
nimero de capas y alteracion de las células basales en algunos membrana.

focos.

Fig. 5.- 10D. Capas del epitelio corneal, incluida la Fig. 6.- 10S. Zona de la herida con marcada reepitelizacion y
membrana basal aumento de capas epiteliales. Estroma denso con escasos

queratocitos.



Fig 7.- 20S. Perforacion corneal. Perdida de epitelio con Fig 8.- 20S. Zona de perdida epitelial. Queratocitos muy activos y
reactivos con niicleos irregulares y prolongaciones filiformes de la

estroma denso y muy reactivo. Queratocitos amplios y X o .
colagena. Capa basal epitelial alterada y amplia y desestructurada.

numerosos con un estroma edematoso.

Fig 10.- 220S. Mayor aumento de la foto 0014. Queratocitos
activos con remodelacion coligena y algunos capilares.
Prolongaciones citoplasmicas con colidgena remodelada y

Fig 9.- 20S. Estroma muy reactivo de la zona
perforada. Queratocitos activos con colagena
remodelada entre abundante edema estromal.

eosindfila.
Fig.- 11.- 30D. Mayor aumento de la imagen anterior. Area Fig. 12.- 30S. Epitelio no basal. Area epitelio-estromal, sin
lateral en que se aprecia epitelio escaso, con alguna célula basal membrana basal, solo dos capas epiteliales. Estroma regular
con nucleo irregular, presente. Estroma denso con queratocitos y denso con algunos queratocitos normales.

maduros. No se aprecia edema intersticial.



Fig. 14.- 30S. Imagen bajo aumento de la cornea en
totalidad, desde el epitelio (abajo) hasta endotelio (arriba).
Estroma denso y normal.

Fig. 13.- 30S. Vista general de la imagen anterior.

Fig. 15.- 40D. Corte corneal con epitelio delgado (derecha) y Fig. 16.- 40D. 16 Mayor aumento de la imagen anterior.

estroma con numerosos eosinéfilos e intersticio edematoso. Epitelio fino (derecha) con solo dos capas. Estroma con
abundantes eosinéfilos y estroma edematoso.

Fig. 17.- 40D. Bajo aumento corneal. Estroma denso y Fig. 18.- 40S. Bajo aumento con epitelio con epitelio
edematoso subepitelial con un gran capilar. Iinflamacion normal y estroma denso en zona proximal y queratocitos
aguda a expensas de eosinifilos, neutrofilos y algunos inmaduros.

linfocitos. Epitelio alto con varias capas. El estropma media y

bajo aparece menos edematoso y es muy notoria la presencia

de los eosinéfilos.



Fig. 19.- 50D. Cérnea con ausencia epitelial y un estroma muy Fig. 20.- 50D. Zona del limbo con infiltrado inflamatorio

laxo por edema superficial y de aspecto mixoide. Queratocitos linfocitico crénico y edema discreto. Se observan algunos
inmaduros. capilares arteriolares.

Fig. 21.- 50S. Estroma corneal sin evidencia de epitelio con Fig. 22.- 50S. Cérnea con epitelio alterado, dos tres capas
marcado edema mixoide y queratocitos inmaduros. reactivas con células basales irregulares y membrana basal poco

precisa. Estroma laxo con edema mixoide y presencia de escasas
células inflamatorias y algin eosindfilo.

Fig. 23 50OS. Area del limbo con epitelio activo con muchas Fig. 24.- 60D. Zona proximal con ausencia epitelial y cambios
capas celulares y estroma denso colageno con restos celulares reactivos estromales superiores con edema estromal y
inflamatorios de tipo crénico. Algunos vasos capilares se queratocitos activos e inmaduros.

pueden




Fig. 25.- 60D. Area central corneal con ausencia de epitelio, Fig. 26.- 60D. Zona estromal con queratocitos activos y algunos

edema corneal y un capilar centro-derecha. capilares.

Fig. 27.- 60S. Estroma con capilares y queratocitos amplios y Fig. 28.- 70D. Zona de la herida con epitelio alto y estroma
activos denso con queratocitos activos. HyE. X20.

Fig. 29.- 70S. Epitelio con varias capas, con células Fig. 30.- 80D. Cérnea con ausencia de epitelio y grupo celular
superficiales desprendidas, capa de células basales irregular epitelial desprendido, en el centro. Estroma denso con

y membrana basal visible. Estroma con queratocitos queratocitos muy activos. Epitelio sin membrana ni células

maduros, sin evidencia de edema mixoide ni de vasos. X20 basales x10




Fig. 31.- 80D. Area distal corneal con epitelio en proceso de Fig. 32.- 80D. Detalle de la foto anterior a mayor aumento.

desprenderse, membrana basal alterada con celularidad Se aprecia epitelio alterado, membrana basal rota y un
irregular. El estroma presenta acusados signos reparativos, estroma reparativo con queratocitos activos, capilares y
queratocitos muy activos, edema de fondo y algunos capilares. edema. X20

X10.

Fig. 33.- 80S. Cornea con epitelio ausente y estroma con Fig. 34.- 90D. Epitelio corneal con varias capas normales y
queratocitos inmaduros. X10 estroma con queratocitos maduros. Ondulado coligeno

maduro y sin evidencia de edema. X20

Fig. 35.- 90S. Cérnea con estroma denso y queratocitos Fig. 36.- 90S. Mayor aumento de la imagen anterior.

normales. Se detecta falta de epitelio y de membrana basal, Obsérvese la carencia epitelial, solo se aprecia en su lugar
estando el estroma subyacente dislacerado y edematoso. X10 algun resto celular basal, estando ausente la membrana basal.,

mientras 1a zona estda edematosa X220



Fig. 37.- 100D. Zona del limbo con leve infiltracion por Fig.- 38.- 100S. Estroma denso con marcado edema en el

linfocitos y edema intersticial moderado. X10 tercio superior de aspecto mixoide. No se aprecia epitelio, solo
un resto en el margen inferior. En el centro de la imagen
algunas células gigantes de probable origen queratocitico
activo, relacionadas con el proceso de cicatrizacion. En los
margenes superior e inferior se aprecian algunos capilares
neoformados. X10

Fig.- 39.- 100S. Vista amplia de la zona del Limbo, con Fig. 40.- 110D. Vista corneal zona perforacion desde
capilares dilatados, moderado edema y algunos linfocitos

. margen izquierdo zona epitelio que solo queda una tira
infiltrando. X4.

superior, estroma edematoso, hasta margen derecho con
resto endotelial que aparece roto y enrollado sobre si
mismo. X4



Fig. 41.- 110D. Mayor aumento de la imagen anterior
correspondiente al margen izquierdo con tira residulal
epitelial, (arriba). Estroma laxo y edematoso con queratocitos
“fibroblasticos” muy reactivos con niucleos alargados
seguidos de amplios penachos o prolongaciones citoplasmicas
bilaterales. Marcado edema en todo su espesor. X10

Fig. 42.- 110D. Zona central del estroma con queratocitos
activos, edema intersticial y un capilar (abajo izquierda) con
luz cubiera por células endoteliales. X20

Fig. 43.- 110D. Mayor aumento de la imagen 33, zona
derecha, area endotelial enrollada con su membrana de
Descemet bien visible. Se ven queratocitos muy activos y
debajo del complejo endotelial se aprecia amplia zona de
depoésito edematoso rosaceo por imbibicion. X20

Fig. 44.- 110S. Area proximal de la perforacion corneal en la
que se aprecia epitelio amplio e hipertréfico por intento
reparativo (abajo centro-derecha), estroma denso y edematoso
en la zona central y un area endotelial también reactiva con dos
restos enrollados de Descemet (abajo izquieda) x10




Fig. 45.- 110S. Detalle del drea epitelial hipertréfica
constituida por un epitelio amplio con mas de 10 capas y de
tipo escamoso en el que se puede ver los espacios claros
intercelulares de separacién. La capa de células basales no es
prominente y la membrana de basal o de Bowman apenas se
percibe. Se ve estroma denso con queratocitos entrecruzados
y un estroma intersticial laxo y algo edematoso x20

Fig. 46.- 110S. Foco de epitelio a mayor aumento con sus células

escamosas bien enmcarcadas por las espiculas desmosémicas
espinosas. Mmebrana basal rota y debajo se insiniian los
queratocitos activos con su edema x40

Fig. 47.- 120D. Estroma denso y muy colagenizado con
ondulaciones de sus badas, escasos queratocitos en zona
central, mientras que en el area subepitelial éstos se ven

grandes e inmaduros rodeados de discreto edema intersticial
x10.

Fig. 48.- 120D. Mayor aumento imagen anterior con epitelio
habitual de 5 capas con basal moderadamente conservada.
Debajo del epitelio dental de los queratocitos inmaduros y
activos rodeados del citado edema intersticial acuoso. En el
resto de la imagen se puede ver la coligena estromal con sus
tipicas ondulaciones que indican madurez estructural. X 20.




Fig. 49.- 130D. Epitelio escaso y alterado, una sola capa epitelial Fig. 50.- 130D. Zona subepitelial con edema intersticial y queratoci

alterada con edema subepitelial, queratocitos activos y cambios activos. Estroma subyacente, (margen inferior derecha) denso y
estromales consistentes en coligena densa e inmadura. X20 maduro. X20

Fig. 51.- 130D. Campo a bajo aumento de la zona limbal. Fig. 52.- 130S. Imagen a mayor aumento con epitelio de 2
Estroma denso con fibroblastos maduros y algunos capilares capas, células basales y membrana basal irregular y

venulo-arteriolares normales. X10 festoneada. Area subepitelial con edema mixoide. X40

Fig. 54.- 130S. Aspecto general del Limbo. Epitelio con 2-3
capas, infiltrado inflamatorio linfocitario leve y disperso con
algin eosindfilo en el estroma con edema. Se aprecia
infiltracion grasa intersticial con grandes vacuolas. Arriba a
la derecha, se observa tejido colageno denso del Limbo. X4

Fig. 53.- 130S. Abajo derecha, se aprecia estroma edematoso
y mixoide con queratocitos activos y tendencia a formas
capilares. X20



Fig. 55.- 130S. A mayor aumento. Tejido colageno denso con sus  Fig. 56.- 140D. A mayor aumento y en zona subepitelial, se
bandas caracteristicas onduladas. Izquierda, tejido con aprecia edema mixoide con queratoicitos activos con tendencia
infiltracion grasa. X20 a formar vasos. X20

Fig. 57.- 1408. Estructura corneal con epitelio ausente y cambios Fig. 58.- 140S. Mayor aumento de la foto 54. Estroma

reactivos en el estroma subepitelial con queratocitos activos e colagenizado, algo edematoso y mixoide. X20
irregulares. Arriba el endotelio aparece dentro de los limites

histolégicos de la normalidad. X4



Fig. 59.- 140S. Mayor resolucion de la foto 55. Epitelio Fig. 60.- 150D. Cérnea con epitelio ausente, solo alguna

ausente, asi como sin vestigios tampoco de la membrana basal. celula basal residual. La membrana basal esta ausente
Colageno subyacente estromal con signos laxos edematosos y también, solo se observa alguna condensacion proteica
queratocitos activos de apariencia “fibroblastica” con nicleos eosindfila en su lugar. Zona superficial estromal con células
alargados. X40 inflamatorias crénicas inespecificas, linfocitos y monocitos.

No hay evidencia de cambios mixoides. X10

Fig. 61.- 160S. Cornea con epitelio denudado, roto o ausente. Fig. 62.- 170D. Epitelio atréfico con solo dos capas, roto y con
Llama la atencion el estroma laxo y mixoide en la casi totalidad desprendimiento del mismo. Estroma laxo, edematoso y
del area superior estromal. Entre amplias zonas edematosas los mixoide. X40

queratocitos se disponen a modo de haces y remolinos. X20




Fig. 63.- 160D. Detalle del campo anterior a x40. Obsérvese el 64.- 170D. Estroma corneal en area intermedia con edema
epitelio en parte ausente con células con citoplasma edematoso intersticial subepitelial y queratocitos activos e inmaduros y estrom:
y vesicular, asi como, un estroma laxo, edematoso, mixoide y colagenotico denso. X20

practicamente acelular. X40

Fig. 65.- 170D. Detalle a mayor aumento de la imagen anterior Fig. 66.- 180D. Detalle a mayor aumento del drea anterior.
del estroma con restos edematosos (margen inferior derecha) y Observese los queratocitos activos e inmaduros en un estroma
estroma denso con queratocitos activos e inmaduros, con edematoso y con algunas células inflamatorios acompaiiantes y

nucleos grandes, irregulares y alargados. X40 eosinofilos. X40



Fig. 67.- 180S. Estroma edematoso con queratocitos Fig. 68.- 180S. Estroma a mayor aumento, queratocitos muy

alargados y activos sin evidencia de capilares. X20 activos, edema interticial con patrén mixoideo, sin evidencia
de capilares detectables. Zona superior de la imagen sin
epitelio. X40
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