UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

TESIS DOCTORAL

Efecto de las células madre sobre la funcion visual y
retiniana en pacientes con retinosis pigmentaria

Dna. Ana Vanesa Garcia Navarro
2024






UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

TESIS DOCTORAL

Efecto de las células madre sobre la funcion visual y
retiniana en pacientes con retinosis pigmentaria

Autor: Dna. Ana Vanesa Garcia Navarro

Directores: Dr. Juan Manuel Bueno Garcia
Dra. M? Elena Rodriguez Gonzalez-Herrero
Dr. Miguel Blanquer Blanquer






UNIVERSIDAD DE
MURCIA

DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

DE LA TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL TiTULO DE DOCTOR
Aprobado por la Comision General de Doctorado el 19-10-2022

‘D./Dﬁa. Ana Vanesa Garcia Navarro

doctorando del Programa de Doctorado en

Ciencias de la Vision

de la Escuela Internacional de Doctorado de la Universidad Murcia, como autor/a de la tesis presentada
para la obtencion del titulo de Doctor y titulada:

Efectos de las células madre sobre la funcion visual y retiniana en pacientes con retinosis
pigmentaria

y dirigida por,

D./Dia. Juan Manuel Bueno Garcia

D./Diia. M* Elena Rodriguez Gonzalez-Herrero

D./Diia. Miguel Blanquer Blanquer

DECLARO QUE:

La tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni los derechos de
propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento juridico vigente, en particular, la Ley de
Propiedad Intelectual (R.D. legislativo 1/1996, de 12 de abril, por el que se aprueba el texto refundido de la
Ley de Propiedad Intelectual, modificado por la Ley 2/2019, de 1 de marzo, regularizando, aclarando y
armonizando las disposiciones legales vigentes sobre la materia), en particular, las disposiciones referidas al

derecho de cita, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.
Si la tesis hubiera sido autorizada como tesis por compendio de publicaciones o incluyese 1 o 2 publicaciones (como prevé el articulo 29.8 del
reglamento), declarar que cuenta con:
. La aceptacién por escrito de los coautores de las publicaciones de que el doctorando las presente como parte de la tesis.

. En su caso, la renuncia por escrito de los coautores no doctores de dichos trabajos a presentarlos como parte de otras tesis

doctorales en la Universidad de Murcia o en cualquier otra universidad.

Del mismo modo, asumo ante la Universidad cualquier responsabilidad que pudiera derivarse de la autoria o
falta de originalidad del contenido de la tesis presentada, en caso de plagio, de conformidad con el
ordenamiento juridico vigente.

En Murcia, a 10 de mayo de 2024

Ao Varesy:
Gannu Wk

Fdo.: Ana Vanesa Garcia Navarro.

Esta DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD debe ser insertada en la primera pagina de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor-.

Informacion bésica sobre proteccidn de sus datos personales aportados

Universidad de Murcia.
Responsable: Avenida teniente Flomesta, 5. Edificio de la Convalecencia. 30003; Murcia.
Delegado de Proteccidon de Datos: dpd@um.es

Legitimacion: La Universidad de Murcia se encuentra legitimada para el tratamiento de sus datos por ser necesario para el cumplimiento de una obligacion
legal aplicable al responsable del tratamiento. art. 6.1.c) del Reglamento General de Proteccion de Datos

Finalidad: Gestionar su declaracion de autoria y originalidad

Destinatarios: No se prevén comunicaciones de datos

Los interesados pueden ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion, oposicidn, limitacién del tratamiento, olvido y portabilidad
Derechos: a través del procedimiento establecido a tal efecto en el Registro Electronico o mediante la presentacion de la correspondiente solicitud en las
Oficinas de Asistencia en Materia de Registro de la Universidad de Murcia







Hay una forma de parar el tiempo,
desordenando la evolucion.

y en la prehistoria encontrar,

esos ojos que no puedo olvidar.

No me da miedo lo que tu me digas,
ni esas historias del mas alla,

solo me asusta escuchar

los relojes en la oscuridad.

(A. Vega Tallés, 1957-2009)

A mi hijo, Juan Antonio.






Resumen

La Retinosis Pigmentaria o Retinitis Pigmentosa (RP) es la mas frecuente de las enfermedades
hereditarias de la retina. Actualmente no existe ni prevencion como tal, ni tratamiento efectivo para
esta patologia ocular, lo que justifica la aplicacion de acciones terapéuticas innovadoras, como es el
caso de la terapia con células madre. Estudios en modelos animales han mostrado que las células
mononucleadas derivadas de médula 6sea (CMN-MOs) podrian ralentizar los efectos degenerativos de
la RP. Los ensayos en humanos, aunque también prometedores, arrojan resultados diversos.

En esta Tesis Doctoral se presentan los resultados de un ensayo clinico en fase I usando una
inyeccion intravitrea de CMN-MOs en un grupo de 8 pacientes con RP avanzada. Al final del periodo
analizado (1 afo), la agudeza visual (AV), tanto en lejos como en cerca, se mantuvo estable en algunos
pacientes y aumento en otros. Por su parte, la sensibilidad al contraste (SC) muestra un ligero aumento
(especialmente a frecuencias bajas), pero los valores finales siguen estado en el rango considerado
como patologico (o en el limite). Los pacientes que originariamente no presentaban anomalia a la
vision del color permanecen como tal al terminar el periodo de estudio. Sin embargo, en todos los que
si presentaban anomalias se produce mejoria al acabar el ensayo, excepto en uno de ellos.

Las imagenes de Tomografia de Optica Coherente (OCT) muestran valores basales de espesores
retinianos anormales, que estan asociados bien a la presencia de edema (exceso), bien a la pérdida
celular (defecto). En la visita final, dichos espesores se han mantenido basicamente constantes o se
han reducido (en el caso de edema).

La sensibilidad retiniana de los pacientes se situa en el rango de niveles patologicos y esta
correlacionada con el espesor retiniano y con la estabilidad de fijacion, pero no con la AV ni con la
SC. Durante el tratamiento con CMN-MOs el umbral de sensibilidad se mantuvo estable en 3 ojos y
aumentd en 5. Los valores iniciales de integridad macular y estabilidad de fijacion también son
patologicos. Los cambios que se producen en estos dos parametros durante el tiempo que dura en
ensayo no revelan ninguna tendencia o comportamiento que indique mejoria.

Puesto que la inyeccion intravitrea de CMN-MOs en pacientes con RP ha conseguido mantener o
mejorar moderadamente en el tiempo diferentes parametros visuales y anatomicos analizados, se

puede considerar que el tratamiento, al menos en esta fase I, es factible y con posibilidad de éxito.



Abstract

Retinitis pigmentosa (RP) is the most frequent inherited retinal dystrophy. Nowadays

there is neither prevention nor effective cure for this ocular pathology, what justifies the use
of innovative therapies such as those based on stem cells. Studies on animal models have
reported that bone marrow mononuclear stem cells (BM-MNCs) transplants might slow down
retinal cell degeneration. Studies on humans, although promising, have shown different
outcomes.

This PhD Thesis presents the results obtained from a phase I clinical trial that uses a
single intravitreal injection of transplanted autologous BM-MNCs in a group of 8 patients
with advanced RP over a one-year period. At the final visit, the visual acuity (VA) values
were either stable or increased for both far and near vision. Contrast sensitivity (CS)
presented a gentle increase (especially at low spatial frequencies), but final values were still
within the pathological range. Subjects without chromatic anomalies at the basal visit kept as
this during the study. The rest improved but one.

For the basal visit, optical coherence tomography (OCT) images showed unusual retinal
thickness values. These are associated with edema (higher than normal) or cellular loss (lower
than normal). For the final visit, those values either remained constant or reduced (in the
presence of edema).

Retinal sensitivity was originally within the pathological standards. It was correlated with
retinal thickness and fixation stability, but neither with VA nor with CS. During the
considered period, the sensitivity threshold stayed stable in 3 eyes and increased in 5 eyes.
Initial values of macular integrity and fixation stability were also pathological. Changes
produced by the injection of autologous BM-MNCs didn’t show a tendency or behavior
associated to a certain improvement.

The procedure here reported led to a moderate improvement or maintenance of different
visual and anatomical parameters (i.e., no remarkable disease progression), this suggests that

stem cell therapy may be feasible and with possibilities of success.
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Células Madre Mononucleares Autélogas Derivadas de la Médula Osea
Cerca Sin Correccion

Funcion Sensibilidad al Contraste o Contrast Sensitivity Function
Dioptrias

Decibelios

Esfera Equivalente o Equivalente Esférico

Early Treatment Diabetic Retinopathy Study

Estabilidad de Fijacion o Fixation Stability

Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

Lejos Con Correccion

logaritmo decimal del MAR

Lejos Sin Correccion

Angulo Minimo Resuelto

Integridad Macular o Macular Integrity

Médula Osea

Tomografia de Coherencia Optica u Optical Coherence Tomography
Ojo Derecho

Ojo Izquierdo

Presion Intraocular

Retinosis Pigmentaria o Retinitis Pigmentosa

Sensibilidad al Contraste o Contrast Sensitivity

Sensibilidad al Contraste Con Correccion.

Sensibilidad al Contraste Sin Correccidén

Oftalmoscopio de Barrido Laser o Scanning Laser Ophthalmoscope
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CAPITULO

Introduccion

1.1. Anatomia de la retina

La retina es la parte mas interna del ojo, se sitia en el polo posterior del globo ocular, esta
formada por un tejido foto-sensible y en ella se ubican los fotorreceptores. Los rayos de luz
procedentes de los objetos del mundo exterior atraviesan la cornea y el humor acuoso, pasan
por la pupila, cruzan el cristalino y el humor vitreo, para finalmente enfocarse sobre la retina
[Salmon, 2021].

En la retina se encuentra la macula (Figura 1.1) que es un é4rea retiniana con forma circular
de unos 5.5 mm de didmetro que contiene pigmento xantofilo (luteina de color amarillo) que la
protege frente a radicales libres y de la radiacion visible de onda corta (i.e. azules). La macula
es la zona de mejor vision de la retina, en cuyo centro se localiza la fovea, que es una depresion
avascular con un didmetro de 1.5 mm. En la zona central de la fovea se encuentra la foveola
(parte mas delgada de la retina neural con unos 0.35 mm de diametro) donde no hay células
ganglionares y posee la maxima agudeza visual (AV) [Kaufman, 1992; Yannuzzi, 1990].

La retina es una estructura compleja compuesta por diferentes capas (Figura 1.2), que van
desde la més externa (membrana de Bruch) hasta la mas interna (membrana limitante interna,
en contacto con el cuerpo vitreo). La coroides es una capa vascular y pigmentada que nutre a
las capas retinianas mas externas, esta en contacto con la esclera por su parte exterior y con la

membrana de Bruch por la interior.



Figura 1.1. Imagen real de la retina donde se ha marcado la localizacion de la macula y la fovea.
También se pueden observar tanto los capilares retinianos como la papila o cabeza del nervio
optico. Fuente: [https://oftalmologiaelche.com/sabias-que-la-retina-la-macula/].

Tras la membrana de Bruch se situa el epitelio pigmentario y las células fotorreceptoras
(segmentos externos de los conos y bastones). Siguiendo este orden nos encontramos con la
limitante externa (conecta las células de Miiller y los fotorreceptores), la nuclear externa
(contiene los nucleos celulares de los fotorreceptores) y la plexiforme externa (sinapsis entre
fotorreceptores y células bipolares), para pasar a la nuclear interna (nucleos de las células
amacrinas, las bipolares y las horizontales) y a la plexiforme interna (conexion sinéptica entre
bipolares, amacrinas y células ganglionares). En la region mas interna se sitia las células
ganglionares (nucleos), la capa de fibras retinianas (axones de las ganglionares) y finalmente la

membrana limitante interna [Salmon, 2021].
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Figura 1.2. Esquema de las capas que forma la estructura de la retina en la region
foveal [Salmon, 2021]. La zona de méxima depresion es la foveola.

En la fovea la sinapsis entre conos y células bipolares es 1:1, mientras que en la retina
periférica pueden llegar a conectarse mas de 1000 fotorreceptores (conos y bastones) a una
unica por célula bipolar [Kaufman, 1992]. Debido a ello es el area de la retina altamente

especializada en la vision de detalles.



Los conos junto con los bastones son células fotorreceptoras, también Ilamadas
fotosensibles, encargadas de transformar la luz en impulsos nerviosos y a través de los axones
de las células ganglionares y del nervio Optico enviar la informacion hacia la corteza visual
primaria para asi poder ver. Es por ello que la retina se considera como una extension periférica
del sistema nervioso central. Existen tres tipos de conos (véase también el apartado 1.6)
atendiendo al fotopigmento que albergan: L, M y S, cuyos maximos de sensibilidad espectral
estan en los rojos, verdes y azules (es decir, longitudes de onda largas, medias y cortas). Los
conos son los encargados de la vision en condiciones de iluminacion fotopicas y de la vision de
los colores. La mayor concentracion de este tipo de células se encuentra en la foveola donde la
densidad media es de unos 120.000 mm?, lo que indica que también son los responsables de la
vision central. Solo existe un tipo de bastones y tiene un maximo de sensibilidad alrededor de
500 nm (luz verde-azulada). Su mayor concentracion esta en la retina periférica y éstos se
encargan de la vision periférica. Los bastones se empiezan a estimular en condiciones de
iluminacion mesopicas y son basicamente los responsables de la vision en condiciones

escotopicas [Kaufman, 1992; Salmon, 2021; Yannuzzi, 1990].

1.2. Retinosis Pigmentaria

La Retinosis Pigmentaria o Retinitis Pigmentosa (RP) pertenece a un grupo de
enfermedades retinianas hereditarias. Afecta a 1/4.000 personas de la poblacion global y se
considera la cuarta causa de ceguera a nivel mundial. Se le suele considerar como una
enfermedad rara o poco frecuente [Herse, 2005]. En Espana se estima que 500.000 personas
son portadoras de dicha enfermedad y la padecen més de 15.000 personas [Bilbao Porta, 2017].
En particular, segtin la Consejeria de Salud, en la Region de Murcia a finales de 2020 habia 354
personas diagnosticadas de RP. Esto supone que hay 233 casos por cada millon de habitantes
[https://www.murciasalud.es/-/20220924 retinosis_pigmentaria]. Cuando la enfermedad es
autosomica recesiva (los padres del paciente no padecen RP, aunque son portadores) debuta
sobre los 11 afios y cuando es dominante (alguno de los padres si padece RP) comienza sobre
los 24 afos [Dutt, 2009]. Segun la Sociedad Espafiola de Retina y Vitreo, la RP es la mas
frecuente de las enfermedades hereditarias de la retina.

La RP es una distrofia de la retina externa producida por la muerte progresiva de
fotorreceptores por apoptosis, que afecta inicialmente a los bastones y posteriormente a los
conos. La alteracion funcional de los fotorreceptores, del epitelio pigmentario y de la funcion
de las células de la retina interna, lleva a la pérdida de células ganglionares y finalmente a la

ceguera [Li, 1995; Pagon, 1988].



En la Figura 1.3 se presenta un ejemplo de retina afectada de RP en uno de los pacientes
involucrados en el ensayo clinico que sienta las bases del estudio de esta Tesis Doctoral. La
imagen del fondo de ojo suele mostrar una despigmentacién y zonas de atrofia del epitelio

pigmentario.

Figura 1.3. Fondo de ojo que muestra la retina de uno de los pacientes con RP
estudiado en este trabajo.
1.2.1. Sintomas y signos

Los sintomas y signos de la RP dependen de la etapa en la que esta la patologia y su
evolucion (progresion y gravedad) varia de unos pacientes a otros. Puesto que la patologia trae
consigo primeramente una pérdida de bastones, el sintoma inicial mas frecuente es la ceguera
nocturna (o nictalopia). El examen visual de los pacientes revela vision defectuosa en la zona
medio-periférica del campo visual debido a la formacién de un escotoma irregular. Conforme
avanza la enfermedad, se va perdiendo campo de vision (hacia el centro y la periferia) y los
conos pueden empezar a verse afectados [Hamel, 2006]. Se produce apoptosis de
fotorreceptores y acumulacion de pigmento que se aprecia facilmente en las imégenes de fondo
de ojo (véase la Figura 1.3).

En algunos casos es la vision central la que se ve gravemente afectada en la etapa inicial,
mientras que aun se preseva una parte significativa del campo visual periférico. Esto se debe a
la formacion de un edema macular, a la generacion de una membrana epirretiniana o a cambios
degenerativos en la macula [Bird, 1988].

La AV puede verse afectada en la etapa final (~40-50 afios), porque el campo visual se va
reduciendo progresivamente dando lugar a un escotoma en forma de anillo, y en ocasiones
producir vision de tinel y llegar a ceguera legal cuando la AV es inferior a 0.1 y/o el campo
visual menor de 10° [Hamel, 2006]. La RP también puede generar anomalias en la vision del
color [Berson, 1994]. Normalmente la evolucion de la RP es lenta y simétrica en ambos 0jos

(bilateral), por lo que el paciente suele ser consciente de tener problemas visuales cuando la RP



estd en un estadio avanzado.

En la Figura 1.4 se muestran las retinas de tres pacientes que sufren RP en diferentes estapas
de la enfermedad. Los signos que se observan en la retina de los ojos con RP son los siguientes:
depositos pigmentarios principamente en la periferia de la retina, atenuacion de los vasos
retinianos, adelgazamiento arteriolar retiniano, palidez papilar y diferentes grados de atrofia
retiniana. En algunos casos también se puede observar celularidad del vitreo y desprendimiento
del vitreo posterior. Suelen desarrollar también catarata subcapular posterior.
Aproximadamente entre el 10% y el 40% de los pacientes con RP presenta edema macular.
También son muy comunes los defectos refractivos asociados, principalmante miopia y

astigmatismo [Berson, 1993a].

(a) (b) (©)
Figura 1.4. Fondo de ojo de pacientes con RP en diferentes etapas de la patologia:
(a) temprana (estadio I); (b) avanzada (estadio II); (c) final (estadio III). Fuente:

[Hamel, 2006].

En la etapa inicial las amplitudes de los electrorretinogramas (que proporcionan una medida
cuantitativa de la funcidn retiniana) pueden parecer normales, puesto que la retina solamente
esta afectada de forma parcial. Al progresar la RP, dichas amplitudes van disminuyendo y se
ven mas afectadas en condiciones escotdpicas que en fotopicas, hasta llegar al punto en el cual

no se pueden registrar en condiciones escotopicas [Milam, 1995].

1.2.2. Tratamiento y prevencion de la retinosis pigmentaria

Actualmente no existe ni prevencion como tal, ni tratamiento efectivo para la RP. Lo Uinico
que se puede hacer con este proceso degenarativo es intentar ralentizarlo con diferentes
tratamientos terapéuticos. Se han intentado diferentes aproximaciones terapéuticas, que van
desde los suplementos alimenticios con vitaminas (A y E) [Berson, 1993b], y el uso de cortisona
o vasodilatadores [Steffensen, 1951], hasta lentes con filtros especiales [Cedrun-Sanchez,
2018], pasando por inyecciones subretinianas de células retinianas fetales o tratamientos con
extractos placentarios [Jacobson, 2010; Shintani, 2009], entre otros. Otras estrategias incluyen

terapia génica [Musarella, 2010], trasplante de retina [Coffey, 2017; Health Quality Ontario,



2017] y el empleo de células madre [Dahlmann-Noor, 2010; Rodriguez Gonzalez-Herrero,

2017]. Son precisamente estas tltimas en las que se centra el presente trabajo.

1.3. Células madre

1.3.1. Concepto

Las células madre (progenitoras, troncales o stem cells, de su nombre en inglés) forman la
base o materia prima del cuerpo de los organismos pluricelulares [Thomson, 1998]. El término
fue acufiado a finales de siglo XIX por Boveri y Haecker [Ramalho-Santos, 2007]. Una célula
madre tiene la capacidad de (1) dividirse para dar lugar a todas las demas células especializadas
y (2) de autorrenovarse para generar mas células madre [Inaba, 2012]. Son las unicas células
que pueden generar nuevos tipos de células y es en esta plasticidad donde radica tanto su alto
potencial, como la razén por la que ocupan un extraordinario protagonismo en diversos campos
cientificos y clinicos. La generacion de células con las correspondientes funciones
especializadas (o células hijas) se conoce como diferenciacion, la cual da lugar, por ejemplo, a
las células 6seas o a las sanguineas.

El concepto de célula madre es similar tanto en animales como en plantas, aunque en los
primeros hay diferentes tipos celulares que dan lugar a su clasificacion [Moraleda, 2004; Smith,
2006]. En mamiferos se suele hablar de dos grandes tipos de células madre: embrionarias y
adultas. También se pueden dividir en pluripotentes y unipotentes. Las primeras son las células
maduras especificas de un tejido u 6rgano que de forma natural se encargan de la renovacion
(por desgaste) o reparacion (por dafio) e incluyen las sanguineas, las de la piel o las hepaticas,
entre otras. En el afio 2012 Yamanaka y Gurdon recibieron el Premio Nobel en Medicina “por
el descubrimiento de que las células maduras se pueden reprogramar para convertirse en
pluripotentes” [https://www.nobelprize.org].

Un ejemplo paradigmatico de las células madre adultas son las de interés para esta Tesis
Doctoral: las células madre hematopoyéticas de médula 6sea. Son éstas las que se encargan de
la formacion de las células del tejido sanguineo, es decir de los gldbulos rojos, los blancos y las
plaquetas (Figura 1.5) [Cooper, 2011; Jiang, 2002]. Este tipo de células también se encuentran
en el cordon umbilical y su utilidad practica fue establecida por primera vez a comienzos de los
anos 60 del siglo pasado por McColloch y Till [Ramalho-Santos, 2007]. En el contexto de
trasplante, las células madre se denominan autélogas cuando proceden de la misma persona.

La médula 6sea ocupa el espacio entre las trabéculas del hueso, como es el caso de la pelvis,

las costillas o las vértebras. En el cuerpo humano sano se generan a diario miles de millones de



células sanguineas nuevas. La extraccion se lleva a cabo por medio de una cirugia sencilla

(véase el apartado 2.2 del Capitulo 2).
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Figura 1.5. Esquema de produccion de las células de la sangre a partir de una célula madre
(adaptado de [https://www.cancer.gov], © 2007 Terese Winslow).

La habilidad de las células madre para reparar tejidos danados y regenerar células muertas
ha empujado a los cientificos a explorar su uso para la posible cura de diferentes enfermedades.
A dia de hoy, las células madre se utilizan en multitud de terapias experimentales desde cancer
a diabetes, pasando por enfermedades neurodegenerativas o respiratorias. Sin embargo, nuestro
interés se centra en su utilizacion en el tratamiento de patologias oculares y en particular de la

retina [Charbord, 2010; Sharma, 2021].

1.3.2. Terapia con células madre en la retina

La degeneracion de la retina es una de las causas mas probables de pérdida de vision y lleva
de forma progresiva a la ceguera. Los procesos que se producen son irreversibles, puesto que
los tejidos retinianos no son capaces de regenerarse tras sufrir cualquier tipo de patologia o
dafio externo. En particular ni los fotorreceptores que han sufrido apdptosis ni las células del
epitelio pigmentario pueden dividirse ni ser sustituidos con nuevas células. Las patologias mas
comunes incluyen la retinopatia diabética, la degeneracion macular asociada a la edad, la
enfermedad de Stargardt y la RP [German, 2021].

La retina forma parte del sistema nervioso central, pero su estructura es mucho mas simple
que la del cerebro, lo que en principio podria hacer que su regeneracion fuese mas factible. Su

organizacion en capas y el limitado nimero de células que la componen son factores que



potencialmente favorecen estrategias de mejora o Dbloqueo de enfermedades
neurodegenerativas.

A principios del siglo XXI, Igbal Ahmad ya propuso que puesto que las células madre
habian mostrado evidencias positivas en neurodegeneracion, éstas podrian ser candidatas a ser
utilizadas en patologias oculares, primeramente en modelos animales y posteriormente en
humanos [Ahmad, 2001]. Asi, Otani y colaboradores usaron inyecciones intravitreas de células
madre autologas de la médula 6sea en modelos de raton. Observaron estabilizacion en la
circulacion de los capilares retinianos que previamente habian degenerado [Otani, 2002], lo que
podria frenar la pérdida de fotorreceptores y por tanto conservar la vision central en
enfermedades retinianas degenerativas (Figura 1.6) [Smith, 2004]. Ademas de esta mejora de
la perfusion con angiogénesis, otros estudios también en modelos animales mostraron un

reemplazo de células dafiadas [Arnhold, 2007; Otani, 2004; Spaide, 2008].
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Figura 1.6. (a) Retina sana; (b) retina con RP; (c) hipotética conservacion de la macula tras el
uso de células madre (figura adaptada de [Smith, 2004]).

La terapia ocular con células madre utiliza éstas con el objetivo de al menos ralentizar la
degeneracion. Aunque el salto de modelos animales a humanos no es trivial, en 2008 se
demostré la aplicabilidad clinica de la inyeccion intravitrea (Figura 1.7) de células madre
mononucleares autdlogas derivadas de la médula 6sea (CMN-MOs) en un paciente de 43 afios
con una atrofia retiniana avanzada originada por una retinopatia diabética. Pasada una semana
no se encontraron efectos secundarios tales como inflamacidén o infeccion [Jonas, 2008].
Posteriormente se aplico la técnica a 3 pacientes con glaucoma y degeneracion macular por

retinopatia diabética [Jonas, 2010]. Al mes de la intervencion la presion intraocular (P1O) se



habia estabilizado y la AV permaneci6 estable entre esa visita y las posteriores (2, 10 y 12

meses tras la inyeccion).
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Figura 1.7. Esquema que representa el procedimiento de inyeccidn intravitrea (ilustracion
adaptada de [Garcia-Ayuso, 2022]).

Informacién adicional sobre un gran numero de experimentos con células madre en
animales, asi como detalles de los primeros estudios en humanos con patologias retinianas
puede encontrarse en el articulo de revision de Siqueira [Siqueira, 2011a]. En la Figura 1.8 se
muestra un ejemplo de como las células madre se van integrando en la retina a la semana de la

inyeccion intravitrea en un modelo de raton [Singh, 2020].

Vitreous cavity

Figura 1.8. Inyeccion intravitrea de células madre humanas en la retina de un modelo de raton.
(a) Imagen de fondo registrada con un oftalmoscopio de escaneo laser. (b) Imagen OCT (figura
adaptada de [Singh, 20201]).

Al hilo de los primeros resultados publicados en humanos, Siqueira et al. realizaron un
ensayo clinico prospectivo (fase 1) con la misma terapia de CMN-MOs en 5 pacientes (3 con
RP y 2 con distrofia de conos y bastones) con AV igual o por debajo de 20/200. Se realizaron
varias pruebas clinicas (AV, electrorretinografia, angiografia,...) durante un periodo de 10
meses tras la inyeccion [Siqueira, 2011b]. No se observaron efectos adversos durante el

tratamiento. Tras 1 semana, la AV aumento en una linea en 4 pacientes, hecho que se mantuvo



durante todo el tiempo que dur¢ el estudio (Figura 1.9). No hubo cambios ni en el campo visual,
ni en la OCT, ni en las angiografias. En 3 de los pacientes los electroretinogramas no mostraron

respuesta alguna.

(a) °i—P1] o—pP2 %x—P3 ~rv—P4 &—P5
Hand movements
22 5
S
Count fingers at 10 cm
1.8
4
< 16 1 Y Y Y Y Countfingersat 1.5m
=
5’ 1.4 20/400
== B
<
> 1.2 a a—a & 20/300
g 20/200
14 1= =2 =2 £1 20/200
0.8 1
20/100
0.6 1
T T T T T
0 10 20 30 40
(b) follow-up (weeks)
3
B . T
2! - 8—g a

1 -
07 M

05
0.3

e R

0.07
0.05

Visual field seeing area (sqr rad)

003 .
0.02 T T T T T
0 10 20 30 40
follow-up (weeks)

Figura 1.9. Evolucién de la AV (a) y el campo visual (b) en 5 pacientes con distrofia retiniana
hereditaria tras la inyeccion de CMN-MOs [Siqueira, 2011b].

En la fase 2 del estudio los autores analizaron un caso de RP con edema macular cistoide
(aquel en el que en la mécula aparecen inflamaciones con liquido que tienen la apariencia de
pequeios quistes) [Siqueira, 2013]. A la semana de la inyeccion el edema estaba completamente
resuelto y permanecio6 estable durante el mes que durd el estudio (Figura 1.10). También se
observo una mejora tanto en la AV (de 20/50 a 20/32) como en la sensibilidad macular (medida
con microperimetria). Aunque estos efectos mejoran la calidad de vida de los pacientes, podrian
no mantenerse en el tiempo [Siquiera, 2015]. En el caso de un paciente con RP y oclusion de la
arteria central de la retina la terapia no funcion6 [Boudreault, 2016].

Satarian y colaboradores realizaron un estudio similar a los de Siqueira pero estudiando los
efectos de la inyeccion intravitrea de células madre mesenquimales en 3 pacientes con RP
avanzada [Satarian, 2017]. En 2 de los 3 pacientes la inyeccion no presentd efectos adversos.
En estos ojos, los autores apuntan que hubo una mejora en la percepcion de luz (hasta los 3
meses que durd el ensayo) pero no dan mas detalles sobre la mejora visual en AV (aunque

afirman que hacen dichas medidas).
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Figura 1.10. Resolucion del edema macular asociado a la RP tras la inyeccion intravitrea de
CMN-MOs [Siqueira, 2013].

Tuekprakhon y colaboradores usaron el mismo tipo de células en 14 pacientes con RP.
Durante los 12 meses que dur6 el estudio solo detectaron incidencias consideradas no-graves
[Tuekprakhon, 2021]. Aunque todos los pacientes aumentaron su AV a los pocos meses de la
inyeccion, volvieron a valores basales a final del estudio.

El CD34 es una glucoproteina usada como marcador para identificar las células madre
hematopoyéticas humanas. De las células de la médula 6sea, solamente el 1.5% expresan el
CD34 (es decir, son CD34+). En modelos animales, se habia explorado que estas células podian
ser una potencial terapia para retinas en condiciones degenerativas o isquémicas [Otani, 2004;
Caballero, 2007], pues tras la inyeccion intravitrea, éstas migran a la retina y se alojan en la
zona vascular o neural danada [Caballero, 2007]. Con esta idea, Park y co-autores trataron 6
ojos de pacientes con diferentes patologias retinianas (entre ellas la RP) [Park, 2014]. La terapia
no origind inflamacién y la AV no empeord durante los 6 meses que durd en ensayo. Mas
recientemente, Siqueira et al. han presentado un caso clinico de un paciente con RP y agujero
macular [Siquiera, 2021]. La inyeccion intravitrea de CMN-MOs CD34+ produjo un aumento
enla AV de 0.05 a 0.13 a los 3 meses, pero no hubo cambios en las imagenes registradas con
OCT.

A lo largo y ancho del mundo desarrollado hay clinicas que ofrecen terapias con células
madre a muy alto coste, pero siempre a sabiendas de que los métodos estan en constante
investigacion y los ensayos clinicos estan todavia en etapas preliminares. La autorizacion para

estos ensayos clinicos es puntual y hoy en dia no existe ninglin pais que tenga autorizadas estas
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terapias como un método clinico formal y regulado [Taylor-Weiner, 2015]. A pesar de todo
ello, tanto los estudios sobre células madre como su uso experimental se ha incrementado
enormemente en los ultimos anos.

No obstante, todavia no se conocen de forma fehaciente ni las ventajas ni los inconvenientes
de suuso. A pesar de que el uso de células autologas reducen la probabilidad de rechazo, existen
otros riesgos en estas terapias, como infecciones, dafio secundario en otras estructuras oculares

o incluso la aparicion de tumores [German, 2021; Sharma, 2021].

1.4. Agudeza visual

La AV es la capacidad del sistema visual para detectar y distinguir dos puntos proéximos
entre si, y separados una distancia determinada y formando el correspondiente angulo o (Figura
1.11). Se cuantifica en valor decimal como la inversa al dngulo minimo resuelto (MAR)
expresado en minutos de arco (AV= 1/a) [Kaufman, 1992]. Es decir, una persona con una AV
decimal de 1.0 es capaz de discernir dos puntos separados una distancia tal que el angulo que
subtiende es de 1°. Este valor de 1.0 es el que se considera como una AV “normal”. Resulta
evidente que MAR= 1/AV y que para calcular el valor en unidades logMAR no hay més que
calcular el logaritmo decimal del MAR. La Tabla 1.1 muestra ejemplos de conversion de una
notacion a otra. Para la medida subjetiva de la AV se utilizan los denominados optotipos, con

simbolos en forma de letras, nimeros o dibujos.

+ ] Ll

Figura 1.11. Concepto de AV. La minima distancia entre los dos puntos espacialmente
resueltos es h y el angulo que subtienden, o (esquema adaptado de [Kaufman, 1992]).

La notacion decimal de la AV se suele dar a veces en forma de “fraccion de Snellen”. En
dicha fraccion el numerador son los 6 m a los que se mide la AV y el denominador indica la
distancia a la que una persona con una vision Optima es capaz de leer el mismo optotipo
[https://mimundovisual.com/]. En el Reino Unido y EEUU donde en lugar del Sistema
Internacional de Medida se utiliza el Sistema Imperial, los metros se cambian por pies (6 m =

20 pies).
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Decimal MAR  LogMAR Fraccidn IS Snell.en
(6m) (20 pies)
1,5 0,67 -0,17 3/2 6/4 20/13,33
1,4 0,71 -0,15 3/2,14 6/4,28 20/14,29
1,2 0,83 -0,08 1/0,83 6/5 20/16,66
1 1 0 1/1 6/6 20/20
0,8 1,25 0,1 4/5 6/7,5 20/25
0,6 1,67 0,22 3/5 6/10 20/33,33
0,4 2,5 0,4 2/5 6/15 20/50
0,2 5 0,7 1/5 6/30 20/100
0,1 10 1 1/10 6/60 20/200
0,05 20 1,3 1/20 6/120 20/400

Tabla 1.1. Conversion de AV decimal a MAR, logMAR vy fraccion de Snellen.

La media de la AV es una de las pruebas optométricas esenciales para un diagndstico inicial
de cualquier tipo de patologia ocular, en particular en la RP, donde dicho parametro visual va

reduciéndose progresivamente conforme la enfermedad avanza [Pagon, 1988].

1.5. Sensibilidad al contraste

La AV sirve para detectar el minimo tamafio de detalle resoluble a ojo desnudo cuando el
estimulo se presenta en condiciones de alto contraste (test extenso negro con bordes bien
definidos sobre fondo blanco). Sin embargo, ;qué ocurre cuando el objeto no tiene contraste
unidad? y ;como afectan los diferentes tamafios de objetos y el contraste de éstos a los limites
de la vision espacial?

La funcion de sensibilidad al contraste (CSF, del inglés Contrast Sensitivity Function) sirve
para medir la sensibilidad o capacidad de deteccion del sistema visual de diferentes tamafios
(frecuencias espaciales) y contrastes de objetos. La medida de esta sensibilidad al contraste
(SC) complementa las medidas de AV. A partir de la CSF se puede calcular la AV, cuyo valor
sera el punto de corte de dicha funcién con el eje (X) de las frecuencias espaciales (Figura 1.12).
Eluso de la CSF para la caracterizacion del sistema visual se generalizo en los afos 60 [Artigas,
1995].

El método més comun para la medida de la SC es el mostrar redes senoidales de diferentes
frecuencias espaciales (véase parte inferior de la Figura 1.12). Para cada frecuencia espacial se
va reduciendo el contrate de la red hasta que el observador vea un campo uniforme, es decir,
alcance el umbral. La inversa de este contraste umbral es el valor de la SC para esa frecuencia
espacial. El procedimiento se repite para cada frecuencia espacial lo que permite obtener la

CFS.
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Figura 1.12. Concepto de CSF. En el eje de las abscisas se representan las frecuencias
espaciales y en el de las ordenadas el contraste umbral (habitualmente en escala logaritmica)
[Benes, 1992].

Los factores opticos que influyen sobre la SC son los errores refractivos, el tamafio de
pupila, el scattering (cataratas, ojo seco), la iluminaciéon ambiental y las patologias oculares,
entre otros [Akeo, 2002; Bittner, 2020; Ortiz, 2010; Villegas, 2002].

En la Figura 1.13 se muestra, como ejemplo, uno de los test mas extendidos para la medida
de la SC: el CSV-1000E. El panel esta dividido en 4 filas que contienen redes senoidales con
frecuencias espaciales de 3, 6, 12 y18 ciclos/grado (de arriba a abajo). En cada una de las filas,

los patrones cambian de contraste al movernos de izquierda a derecha.
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Figura 1.13. Test CSF-1000E usado para la medida de la SC. Fuente:
[https://www.vectorvision.com/csv1000-contrast-sensitivity/].
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1.6. Vision del color

La retina humana es sensible a la fraccion del espectro situada aproximadamente entre las
longitudes de onda de 380 nm (violeta) y 750 nm (rojo - infrarrojo cercano), denominada “zona
visible”. Los fotorreceptores encargados de la vision del color son los conos [Kremers, 2016],
que en los humanos son de tres tipos dependiendo de su sensibilidad espectral. Los conos azules
(tipo S) son sensibles a longitudes de onda cortas y tienen su maximo de sensibilidad en ~420
nm. Por su parte los conos verdes (tipo M) y rojos (tipo L) tienen méximos en ~530 nm y ~560
nm respectivamente (Figura 1.14).

420 198 534 564
| |
100 ~4

50—

Violet Blwe Cyan CGireen Yellow Red

Wavelength (nm)
Figura 1.14. Sensibilidad espectral de los conos (S, M y L) y los bastones (R) [Perz, 2010].

En condiciones normales, los estimulos de luz con diferentes longitudes de onda dan lugar
a la vision cromatica. Tal es asi que cualquier variacion, cambio significativo o ausencia de
sensibilidad espectral de estos conos puede dar lugar a una alteracion cromatica [Kremers,
2016]. Estas alteraciones pueden ser hereditarias, congénitas o adquiridas. Las adquiridas
pueden producirse por diferentes razones tales como patologias retinianas (degeneracion
macular, RP,...), alteraciones en el cristalino, déficit de AV y/o campo visual, o incluso por
consumo cronico de alcohol [Alvarez Garcia, 2010].

La sensibilidad de los bastones (encargados de la vision nocturna) es diferente de la de los
conos (Figura 1.14) y ademads su pico se desplaza hacia la derecha al pasar de condiciones de
iluminacion escotdpicas a fotopicas [Perz, 2010].

Existen varios test para evaluar la vision cromatica, aunque el mas extendido es el test de
Ishihara. Las laminas de las que consta este test sirven para detectar deficiencias rojo-verde
(protanopia/protanomalia - deuteranopia/deuteranomalia) o ceguera cromatica total (debilidad
cromatica). Sin embargo, esta prueba no diagnostica la deficiencia azul-amarillo
(tritanopia/tritanomalia) [Arco Comino, 2019]. Detalles sobre su funcionamiento se pueden

consultar en el apartado 2.4.3.
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Como ejemplo, la Tabla 1.2 muestra el resultado visual (“nimero que se ve”) que se

obtendria de las 20 primeras laminas dependiendo de la anomalia o deficiencia visual del

paciente.
Niuimero Vision Con deficiencias Con ceguera
de lamina normal rojo-verde cromdtica total
1 12 12 12
2 8 3 X
3 6 5 X
4 29 70 X
5 57 35 X
6 5 2 X
7 3 5 X
8 15 17 X
9 74 21 X
10 2 X X
11 6 X X
12 97 X X
13 45 X X
14 5 X X
15 7 X X
16 16 X X
17 73 X X
18 X 5 X
19 X 2 X
20 X 45 X

Tabla 1.2. Resultados visuales para varias de las laminas del test de Ishihara dependiendo del
tipo de anomalia o deficiencia cromatica existente. La “x” indica que el paciente no puede
identificar ningiin nimero dentro de la ldmina.

1.7. Tomografia de coherencia optica

La Tomografia de Coherencia Optica (OCT, de su término en inglés Optical Coherence
Tomography) es una técnica de imagen de no-contacto muy utilizada en el campo de la
Oftalmologia. Desde su invencion en 1991 [Huang, 1991] han sido muchas las companias que
han desarrollado y patentado sus propios instrumentos, los cuales proporcionan imagenes de
las estructuras oculares cada vez con mas resolucion. Aunque inicialmente estaba pensada para
analizar la retina, hoy en dia hay versiones de instrumentos OCT que permiten también registrar
imagenes de la cdmara anterior del ojo.

Esencialmente, la imagen OCT es el resultado de la interferencia de dos haces de luz
infrarroja, uno que funciona como sonda (se refleja a distintas profundidades dentro en los
tejidos objeto de estudio) y otro que actia como referencia (Figura 1.15). Dicha imagen OCT
es el resultado de la diferencia de caminos Opticos recorridos por ambos haces y que en el caso

de la sonda cambia debido a los diferentes indices de refraccion que la luz se encuentra en su
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camino. Detalles exhaustivos sobre el concepto y funcionamiento de la OCT se pueden
consultar en [Drexler, 2004; Fercher, 2003].

La tecnologia de estos instrumentos permite obtener imagenes no invasivas del ojo en vivo
similares a las de los cortes histologicos de los tejidos. Asi, un barrido a lo largo de la direccion
Z de la muestra (en profundidad) se denomina un A-scan (Figura 1.15). Sucesivos 4-scan de
zonas contiguas generan un B-scan, que es la tipica imagen bidimensional de OCT utilizada en
entornos clinicos (Figura 1.16a). En el campo de la Optica Visual y la Oftalmologia, este B-
scan permite tanto medir espesores de estructuras oculares como analizar el estado morfologico
de éstos. La combinacion de B-scans da lugar a una imagen tridimensional (C-scan; Figura

1.16b).

Figura 1.15. Esquema del funcionamiento de un sistema OCT para obtener un A-scan
[Garcia Navarro, 2015].

Esta técnica proporciona un método muy util de diagndstico, seguimiento y control de
patologias retinianas no so6lo de la zona macular (degeneracion macular, RP, retinopatia

diabética) sino también del nervio Optico (glaucoma).

(a) (b)
Figura 1.16. (a) Imagen OCT (B-scan) de una retina sana centrada en la zona de la fovea. Las
diferentes estructuras retinianas presentan diferente reflectividad. (b) Ejemplo de imagen
tridimensional (C-Scan) reconstruida a partir de una serie de B-scans contiguos. Fuente: Imagenes
obtenidas de pacientes involucrados en el presente estudio.
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1.8. Campimetria y microperimetria

Ademas de la AV, la SC y los test de vision del color, la campimetria o perimetria visual es
otra de las pruebas funcionales esenciales en el diagndstico de cualquier patologia ocular. Fue
introducida en el campo de la medicina clinica por Albrecht von Graefe en 1856 [Johnson,
2011]. La perimetria es una prueba oftalmoldgica subjetiva y no invasiva, cuya funcién es la
medida del campo visual de cada ojo. Basicamente, el paciente fija su mirada a un punto central
y el instrumento mide, con la colaboracion del propio paciente, la amplitud de la vision
periférica (Figura 1.17). Es una técnica clasica, descrita ya de forma pormenorizada por H. M.

Traquair en la primera mitad del siglo pasado [Traquair, 1938].

Figura 1.17. Esquema del campo visual de un ojo derecho [Traquair, 1943]. La mancha
ovalada oscura se corresponde con la localizacion de la cabeza del nervio optico.

En la década de los 70 nacen las primeras versiones de perimetros automaticos estandar. A
dia de hoy las medidas del campo visual puede ser tanto estaticas como dindmicas, aunque las
primeras presentan mejor reproducibilidad [Bosworth, 2000]. Hay multitud de instrumentos
clinicos, aunque uno de los mas extendidos en el entorno clinico es el campimetro Humphrey
HFA-II 740 (Carl Zeiss Meditec) (Figura 1.18).

La medida del campo visual es la técnica basada en la deteccion local de estimulos
luminosos y deteccion de umbrales, es decir en la medida de la intensidad umbral necesaria
para generar una respuesta retiniana. Puesto que estos valores pueden llegar a ser muy
pequetios, lo mas habitual es referirse a su término reciproco, conocido como “sensibilidad”.
Asi, el campo visual serd en conjunto de puntos (i.e. localizaciones retinianas) donde se produce

una sensacion visual, es decir, donde existe sensibilidad retiniana.
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Figura 1.18. Instrumento clinico comercial conocido como perimetro analizador de campo
(Humphrey HFA-II 740, Carl Zeiss Meditec). El objetivo de este tipo de aparatos es medir la
intensidad umbral de estimulacion que el paciente es capaz de discernir. Fuente: [https://sky-
optic.es/].

El rango de luminancia de los estimulos que se presentan al realizar una perimetria puede
tener diferencias de incluso hasta 5 6érdenes de magnitud, que al medir la percepcion luminosa
y a efectos de aplicacion clinica, puede ser poco practico. Es por ello que, en lugar de usar una
escala lineal, se utiliza una escala logaritmica en la cual un cambio en una unidad equivale a 10
decibelios (dB) [Haag-Streit, 2023]. Puesto que la escala es decreciente, los umbrales de 50 y
0 dB van asociados a la minima y maxima luminancia respectivamente. Por tanto, cuanto mas
alto sea el valor en dB, mas tenue y dificil de percibir el estimulo visual, y por tanto, mayor la
sensibilidad retiniana. Hay que indicar que, por un lado, la escala en dB usada depende del
instrumento comercial, y por otro, que 0 dB solamente indica que el paciente no es capaz de
ver el estimulo més brillante que el que el aparato proyecta sobre el fondo [Bolivar Montesa,
2004].

Las aplicaciones de la perimetria van desde el diagnostico del glaucoma [Broadway, 2012],
hasta la degeneracion macular asociada a la edad [Acton, 2012], pasando por la RP [Xu, 2020].
Un ejemplo de los resultados de campimetria en un paciente con patologia retiniana se presenta
en la Figura 1.19. Aunque parece evidente que el campo visual se vea afectado por patologias
oculares (principalmente de la retina), éste también se reduce en ojos sanos debido al efecto de
la edad [Haas, 1986].

Con el paso del tiempo surge la necesidad, no s6lo de medir el campo visual, sino de
combinar la localizacion precisa de los estimulos luminosos utilizados con la visualizacion de
la propia retina (es decir, oftalmoscopia), todo ello con el objeto de correlacionar la anatomia 'y
la funcionalidad local de la retina [Kani, 1978]. Esto seria clave no solo para realizar perimetrias
de zonas més localizadas, sino también para obtener informacion correcta en aquellos pacientes

con dificultad en la fijacion. La técnica se acuiié en la literatura cientifica con el término
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“perimetria controlada de fondo de o0jo” (del inglés, fundus controlled perimetry), que en los

anos 90 paso6 a llamarse “microperimetria” [Van de Velde, 1990].
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Figura 1.19. Ejemplo de resultado de campo visual en un paciente con patologia retiniana.
Fuente: Base de datos del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia.

Es preciso apuntar que la combinacién de campimetrias y el uso del oftalmoscopio de
barrido (SLO, del inglés Scanning Laser Ophthalmoscope) han sido determinantes en el
desarrollo de instrumentacién para realizar medidas precisas y adecuadas de mapas de
sensibilidad retiniana y de propiedades de fijacién [Van de Velde, 1991]. Tal es asi, que la
microperimetria ha solventado limitaciones que clasicamente ha tenido la campimetria cuando
la funcion macular esta afectada, pues es capaz de localizar el punto de fijaciéon y la estabilidad
de éste, asi como cuantificar la sensibilidad retiniana en presencia de pequefias lesiones

retinianas [Rohrschneider, 1997] o minimizar errores en la localizacion de escotomas [Sunness,

1997].

Figura 1.20. Mapa de sensibilidad retiniana (centrado en la macula) espacialmente resuelto.
El instrumento proporciona una imagen combinada del fondo de ojo y de la malla de puntos.
La zona analizada es de 20° y esta cubierta por 77 puntos (espaciados 2°) [Midena, 2010].

Aunque en la actualidad diferentes companias comercializan microperimetros clinicos, los

mas extendidos son los que utilizan la técnica denominada microperimetria estatica automatica.

20



En ella, un patrén de puntos predeterminado se proyecta sobre la zona de interés analizar y es
la luminosidad del estimulo que va cambiando de forma automatica atendiendo a la respuesta
del sujeto sometido a examen. Un ejemplo de mapa de sensibilidad en un ojo sano registrado
con el microperimetro MP1 (Nidek Technologies) se muestra en la Figura 1.20. El software del
propio instrumento compensa los movimientos oculares.

Otro de los microperimetros que actualmente se utiliza en la practica clinica es el Macular
Integrity Assement (MAIA, CenterVue Inc.) que dispone de un SLO para visualizar la retina y
un sistema de eyetracking para la estabilizacion de los movimientos de fijacion. Este MAIA es
el que usaremos en este trabajo, por lo que todos los detalles sobre €1 se pueden encontrar en el
Capitulo 2. En un articulo de revision reciente se pueden consultar diversos aspectos sobre la
evolucion de los microperimetros, asi como las ventajas e inconvenientes de unos con respecto
a otros [Pfau, 2021].

En la Figura 1.21 se muestran mapas de microperimetria que proporciona el MAIA para un
paciente sano y uno con RP (en dos sesiones diferentes para mostrar la repetibilidad del aparato)
[Buckley, 2021]. Tanto los colores como el valor en dB de la esquina inferior derecha informan

de la gran diferencia de sensibilidad retiniana entre ambos 0jos.

Figura 1.21. Mapas interpolados de sensibilidad retiniana para un paciente normal (izquierda)
y otro con RP (centro y derecha, tomado en dos visitas diferentes) [Buckley, 2021].

Independientemente del tipo de instrumento utilizado, es necesario recordar que la
sensibilidad retiniana es una de las piezas claves en el diagnostico oftalmologico. No solo
resulta interesante para conocer el rango en el que se situan los ojos normales [Midena, 2010],
sino para consolidarse como dispositivos que resultan de vital importancia en la deteccion de
patologias, en la determinacion del estadio de éstas, en el estudio de su progresion y en la
determinacion de la eficacia de tratamientos, entre otros [Acton, 2013; Buckley, 2021; Iftikhar,

2018; Kriechbaum, 2019; Midena, 2017].
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1.9. Objetivos y estructura del trabajo

A pesar de que la incidencia de la RP entre todas las patologias oculares es baja, ésta es la
enfermedad retiniana hereditaria mas prevalente. Como ya se ha apuntado anteriormente, suele
aparecer durante la etapa de la adolescencia y comienza con ceguera nocturna. Afecta
inicialmente a la zona medio-periférica del campo visual, cuya funcionalidad va reduciéndose
de forma progresiva y concéntrica (hacia el centro y hacia la periferia). En etapas tempranas se
suele mantener la vision central, pero su progresion produce una pérdida de AV que en fases
avanzadas de la patologia conduce a ceguera, bien parcial, bien total.

La ausencia de tratamientos efectivos para una patologia como la RP justifica la aplicacion
de acciones terapéuticas innovadoras que permitan no sélo ralentizar el proceso sino en casos
Optimos, al menos, frenarlo durante ciertos periodos tiempo (meses o idealmente, afos).

Previamente, en este capitulo introductorio se han citado algunos estudios en modelos
animales que han mostrado resultados exitosos mediante el uso de células madre de diferentes
tipos (véase por ejemplo [Siqueira, 2011a] como referencia general). Esos experimentos han
sentado las bases para una aplicacion prometedora en humanos. Asi, en los ultimos afios se han
publicado resultados de ensayos clinicos basados en la inyeccion intravitrea de células madre
en pacientes con diversas patologias oculares que incluyen retinopatia diabética, glaucoma,
degeneracion macular, edema macular y RP (para mas detalles consultese el apartado 1.3.2).
Es esta ultima sobre la que dichos estudios han tomado mas relevancia y en particular aquellos
que utilizan CMN-MOs. Sin embargo, a pesar de que hace mas de una década que se demostro
la aplicabilidad clinica de la terapia con CMN-MOs, el numero de ensayos a dia de hoy sigue
siendo reducido, las pruebas realizadas a los pacientes, limitadas y los tiempos de control en la
mayoria de los casos, cortos.

Cualquier avance en medicina regenerativa tendra un profundo impacto sobre las estrategias
de intervencion en enfermedades retinianas irreversibles. Es por ello, que se precisa de estudios
adicionales que ayuden a avanzar en la investigacion del papel de la terapia con CMN-MOs en
el manejo de patologias retinianas degenerativas como la RP.

En este sentido, en este trabajo se presentan parte de los resultados de un ensayo clinico en
fase I realizado en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA)
cuyos objetivos han sido los siguientes:

e Analizar los cambios optométricos producidos en los ojos de pacientes afectados de RP
tratados con una inyeccion intravitrea de CMN-MOs durante el tiempo que dura el

ensayo.
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e Estudiar los cambios morfométricos originados en los ojos de dichos pacientes afectados
de RP y tratados con CMN-MOs.

e Examinar los cambios funcionales generados en los ojos de pacientes afectados de RP
y tratados con CMN-MOs.

Para abordar y alcanzar los objetivos planteados, esta Tesis Doctoral se ha estructurado en
7 capitulos. El contenido de cada uno de ellos es el siguiente:

e El Capitulo 1 presenta una introduccion a la anatomia de la retina, a la RP y al concepto
de las células madre. Se realiza un repaso de los fundamentos de la AV, la SC, la visién
del color, la OCT y la microperimetria. También se exponen los objetivos principales
planteados y la estructura de la memoria.

e En el Capitulo 2, se describen las caracteristicas del ensayo clinico junto con la
definicion de la poblacion a estudiar y el procedimiento de obtencion de las CMN-
MOs. Asi mismo, se exponen los detalles de la metodologia empleada.

e El Capitulo 3 expone los resultados de AV, refraccion ocular y PIO tanto en la visita
basal como su evolucion durante el tiempo que dura el estudio.

e Capitulo 4: Se analizan los cambios en la SC y vision cromadtica antes y después de la
inyeccion de las CMN-MOs.

e En el Capitulo 5, y de forma similar a los dos anteriores, se muestran los resultados
medidos con OCT del cambio de espesor retiniano foveal y parafoveal, y de la capa de
fibras nerviosas de la papila.

e El Capitulo 6 agrupa los resultados de sensibilidad retiniana medidos con
microperimetria, analizando los cambios que se producen desde la visita previa a la
inyeccion intravitrea hasta que finaliza en el ensayo.

e Por tltimo, en el Capitulo 7 se resumen los principales resultados y se presentan las

conclusiones de este trabajo.

Tras la exposicion de las principales conclusiones se adjuntan la literatura usada y los
Anexos I, II y III que se citan en el Capitulo 2, asi como las contribuciones cientificas

derivadas de esta Tesis Doctoral (Anexo IV).
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CAPITULO

Material y métodos

A lo largo de este capitulo se exponen el conjunto de pruebas utilizadas para obtener los
resultados que se expondrdn en esta Tesis Doctoral. En particular, se describe el
procedimiento de obtencion de las CMN-MOs a partir de la médula 6sea de los pacientes. Se
exponen las caracteristicas del ensayo clinico, asi como los criterios de inclusion/exclusion de
la poblacion a estudiar. También se detallan los métodos y procedimientos
opticos/optométricos utilizados para las medidas de AV, de SC y de vision del color.
Finalmente se presentan los instrumentos clinicos y protocolos tanto de registro de imagenes

OCT como de medida de la sensibilidad retiniana.
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2.1. Caracteristicas del ensayo clinico y de la poblacion de estudio

El estudio que sienta las bases de este trabajo se ha realizado en el HCUVA y se ha
denominado “Ensayo clinico en fase I de inyeccion intravitrea de células madre de médula
Osea autdlogas en pacientes con retinosis pigmentaria”. Dicho ensayo fue autorizado por la
Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS), déandole al
medicamento el nombre de “CMN-MO autélogas no expandidas” (referencia PEI 06-074). El
producto en fase de investigacion clinica y los protocolos que se describiran a lo largo de este
capitulo fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del HCUVA. El
ensayo se registro en la Base Europea de Ensayos Clinicos (EudraCT 2012-000618-12) y en
ClinicalTrials.gob (NCT02280135).

Es un ensayo clinico en fase I, aleatorizado, prospectivo, paralelo, doble ciego y
controlado por placebo. Para cada paciente el ojo que recibiria las CMN-MOs se selecciono
de forma aleatoria y centralizada. Ademas, por ser éste un ensayo doble ciego, el paciente
desconoce en qué ojo se le inyectan el placebo o las CMN-MOs. Ademas, el oftalmélogo que
realiz6 las inyecciones (CMN-MOs y placebo) no se encargé del seguimiento de los pacientes
inyectados por €l.

En la médula o6sea existe una gran heterogeneidad de células madre (estromales,
vasculares, hematopoyéticas). Puesto que no se quiso excluir ningiin subgrupo celular que
pudiera potencialmente ayudar a la eficacia del injerto, se opt6é por las CMN-MOs que es la
fraccion rica en células madre [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017]. Dichas CMN-MOs, a
pesar de ser resultado de una manipulacién minima de la médula ésea se consideran como un
producto de terapia avanzada por su uso no fisiolégico y por tanto un medicamento de uso
humano sujeto a legislacion. Segun dicha legislacion, se precisa de un ensayo clinico para
llevar a cabo cualquier tipo de investigacion clinica que implique su uso.

Inicialmente se valoraron 75 historias clinicas de pacientes con RP para la seleccion
preliminar. De este grupo inicial 54 fueron excluidos y 13 no pudieron ser valorados por
aportar la documentacion de forma incompleta. Asi, la muestra final que formo6 parte del
estudio fue de 8 pacientes (5 mujeres y 3 hombres). Las edades estaban comprendidas entre
19 y 54, con una edad media de 37«11 afios.

Todos los pacientes pasaron por una visita basal y firmaron un consentimiento informado
en el que se les informaba de todo el proceso. Se les realizaron unas series de pruebas para
comprobar que cumplian todos los criterios de seleccion. Los criterios de inclusion y

exclusion se recogen en la Tabla 2.1. De forma general, las pruebas realizadas para verificar si
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cada paciente cumplia (0o no) con los requisitos recogidos en la Tabla 2.1 fueron los

siguientes:

e Valoracién oftalmolégica/optica: historial clinico, test de calidad de vida, presion
intraocular (PIO), AV, SC, vision cromatica, analisis del grosor de las capas de fibras de
la retina (con OCT), sensibilidad macular mediante microperimetria, campo visual, fondo
de o0jo, examen del polo anterior y posterior.

e Valoracion electrofisioldgica: electrorretinograma y potenciales evocados visuales.

e Otros: bioquimica, hemograma, coagulacion, serologia, test de embarazo y valoracion de

preanestesia (electrocardiograma y radiografia de térax).

Criterios de inclusion:
- Edad comprendida entre 18 y 70 afios.
- Diagnostico de RP bilateral.
- AV menor o igual a 20/70.
- Campo visual central menor de 30° en ambos o0jos.
- Firma del consentimiento informado.

- Garantia suficiente de adhesion al protocolo.

Criterios de exclusion:

- Coexistencia de cualquier enfermedad ocular o sistémica que imposibilite o afecte
el seguimiento de las variables del estudio.

- Cirugia ocular en los 6 meses previos al ensayo.

- Pacientes embarazadas.

- Pacientes en lactancia activa.

- Pacientes fisicamente fértiles.

- Pacientes con enfermedad cardiaca, renal, hepatica, sistémica, inmune que pueda
influir en la supervivencia del paciente durante el ensayo.

- Serologia positiva que no se pudiera negativizar para hepatitis B, hepatitis C o VIH.

- Criterios clinicos y anestésicos que contraindiquen la sedacion o extraccion de MO.

- Participacidn en otros ensayos clinicos.

- Imposibilidad para firmar o comprender el consentimiento informado.

- Rechazo a participar en el estudio.

Tabla 2.1. Criterios de seleccion para el ensayo clinico.

2.2. Procedimiento de extraccion y procesado de las CMN-MOs

Cualquier medicamento que se use en procesos de terapia avanzada se ha de fabricar

exclusivamente en centros autorizados por la AEMPS. Ademas, cualquiera de estos centros ha
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de contar con la certificacion de cumplimiento de Normas de Correcta Fabricacion (GMP, del
inglés Good Manufacturing Practice). En el HCUVA, la Unidad de Produccion Celular
(Figura 2.1) cumple con todos estos requisitos para la fabricacion del medicamento utilizado

en este trabajo.
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Figura 2.1. Unidad de Produccién Celular del HCUVA [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

Para cada paciente, el mismo dia de la inyeccion intravitrea de CMN-MOs, se le extraen
120 ml de médula 6sea de forma estéril. La intervencion la lleva a cabo el personal del

Servicio de Hematologia en el quir6fano del mismo hospital.

(a) (b)

Figura 2.2. Puncioén (a) y aspiracion (b) de médula 6sea [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

El paciente, bajo sedacion suave y con anestesia local de la piel, tejido celular subcutaneo
y periostio, se coloca en posicion de decubito prono. El hematélogo realiza varias punciones
repetidas en ambas espinas iliacas postero-superiores con trocar heparinizado y jeringuillas
estériles acopladas (Figura 2.2a). Para evitar la contaminacion de la sangre medular, se extrajo
hasta un méximo de 5 ml de médula 6sea por puncion. Tras llenar cada jeringuilla (de 10 ml)
se pasé su contenido a una bolsa estéril de 150 ml para ser homogenizado (Figura 2.3)

[Rodriguez Gonzélez-Herrero, 2017]. Una de las muestras se almacena en el Biobanco de la
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Region de Murcia, para posibles estudios adicionales sobre RP. Estos pueden incluir desde la
determinacion de mecanismos patogénicos hasta el establecimiento de factores biologicos que
determinan evolucion de esta patologia ocular, pasando por estudios etiologicos. Para este

almacenaje alternativo los pacientes firmaron también un consentimiento informado.

Figura 2.3. Los 10 ml de médula dsea de cada jeringuilla se pasan a una bolsa estéril para
su homogeneizacion [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

Como ejemplo, la Figura 2.4 presenta una imagen de una muestra de MO registrada con
un microscopio optico de campo amplio. Para una observacion Optima se ha utilizado la
tincion de May-Griinwald Giemsa, una técnica usual en el andlisis de frotis sanguineos y
extendidos de MO. Esta técnica es util en el campo de la hematologia pues tiene la ventaja de
que se pueden analizar tanto la morfologia como cuantificar la proporcion o los tipos celulares

que componen las muestras de sangre y la MO.

Figura 2.4. Imagen microscopica de una muestra de MO extraida de uno de los pacientes
que han formado parte del presente estudio [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

Tras la recoleccion del material bioldgico, éste se procesé en condiciones GMP en la
Unidad de Producciéon Celular del HCUVA. La primera operacion fue la de filtrado, que se

realizd en una cabina de flujo laminar de clase A (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Preparacion del procedimiento de separacion de CMN-MOs por gradiente de
Ficoll-Paque automatizado [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

Tras ello se procedi6 a la separacion celular mediante centrifugado, usando la técnica de
gradiente de Ficoll-Paque [Boyum, 1968]. Este es un procedimiento de centrifugacion por
gradiente de densidad que se usa de forma habitual en el aislamiento de células
mononucleares provenientes de sangre humana. Para ello se utiliz6 un sistema automatizado

(SEPAX S-100) que es capaz de separar la capa de CMN-MOs (Figura 2.6a).

90218
Cular  USO

i
i
:

i
H-
i
s

(b)
Figura 2.6. (a) Instrumento de centrifugado para la obtencion de la fraccion mononucleada.
(b) Solucioén inyectable de CMN-MOs (producto final) [Rodriguez Gonzélez-Herrero, 2017].

Tras un paso ulterior de reduccion de volumen, se realizd6 el envasado y
acondicionamiento. Como producto final, la sustancia activa es una suspension inyectable con

un volumen de 0.1 ml con un contenido de 5-6x10° CMN-MOs y suero salino fisiologico al

0.9% como excipiente (Figura 2.6b).
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2.3. Protocolo de inyeccion intravitrea

A continuacién se describe el protocolo seguido para la inyeccion intravitrea de CMN-
MOs. Detalles se pueden consultar en [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

A los pacientes que finalmente se incluyeron en el estudio se les realizd profilaxis
antibiotica sistémica (moxifloxacino, 400 mg/dia) durante 8 dias, empezando 5 dias antes de
la intervencioén y acabando 3 dias después. Durante los 3 dias previos al procedimiento se
procedi6 a:

- Higiene palpebral con toallitas estériles: 2 veces/dia.
- Aplicacion de una gota de Azitromicina: 15 mg/g cada 12 h.
- Aplicacion de una gota de Hidroclorato de Moxifloxacino en ambos ojos: 5 mg/ml cada 8 h.

- La noche previa y mafiana de la intervencion: 250 mg de Acetazolamida.

El mismo dia de la intervencién se les aplicé Tropicamida (colirio) para dilatar ambas
pupilas. De modo complementario, en ambos ojos se instild colirio anestésico doble
(Hidrocloruro de Tetracaina 1 mg/ml + Hidrocloruro de Oxibuprocaina 4 mg/ml).

En el momento de la inyeccion intravitrea de CMN-MOs los pasos que se siguieron
fueron los siguientes:

1. Disminucion de la PIO con el balon de Honan durante 10 minutos.

2. Esterilizacion de la piel con Povidona Yodada.

3. Anestésico doble y gota de Povidona Yodada diluida en fondo de saco conjuntival en
ambos 0jos.

4. Pasados 3 minutos se coloca el Blefarostato de Lieberman y el campo estéril.

5. Inyeccion via pars-plana de 0.1 ml de CMN-MOs autélogas en uno de los ojos del paciente
seleccionado al azar de forma centralizada. La posicion de la jeringuilla fue perpendicular a la
esclera, evitando la coincidencia con el orificio conjuntival y escleral.

6. Inyeccion subconjuntival de 0.1 ml de suero fisiologico en el ojo contralateral.

7. Inmediatamente tras la inyeccion se utiliza una hemosteta oftdlmica triangular estéril en
forma de aposito para evitar el reflujo.

8. En ambos ojos se comprueba la percepcion de la luz, coloracion de la papila, pulso venoso
y circulacion de la arteria retiniana central.

9. Se instila Povidona Yodada diluida.

La Figura 2.7 muestra una foto tomada con la ldampara de hendidura donde se pueden

observar las CMN-MOs inyectadas en el vitreo.
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Tras el alta, el paciente sigue un tratamiento ambulatorio que consiste en una gota de
Acetato de Prednisolona (10 mg/ml) cada 8 horas en ambos ojos durante 5 dias y un

comprimido de Acetazolamida cada 8 h durante 1 dia.

Figura 2.7. Fotografia del cuerpo vitreo de uno de los pacientes con las CMN-MOs ya
inyectadas [Rodriguez Gonzalez-Herrero, 2017].

2.4. Pruebas opticas/optométricas realizadas durante el ensayo

En este apartado se describen las pruebas opticas/optométricas realizadas a los pacientes y
que se han tenido en cuenta en este estudio. Todas ellas estdn orientadas a analizar la
progresion visual tras la inyeccion intravitrea de CMN-MOs, asi como para valorar la eficacia
y seguridad del procedimiento.

Todos los pacientes acudieron a una visita basal antes de la inyeccion. Después de la
inyeccion se les realizd un seguimiento con visitas presenciales al dia siguiente a la inyeccion
(+1), a los 8, 30, 60, 90, 120, 180, 270 y 360 dias. En la Tabla 2.2 se resume la distribucién
temporal de las pruebas opticas y oftalmologicas utilizadas en este trabajo (véase también el
apartado 2.5). Una lista con el resto de las pruebas adicionales que se realizaron y no se han
utilizado para el presente trabajo se pueden consultar en el Anexo I. Durante estas visitas
también se les pasod un cuestionario de funcion visual (VFQ-25, Anexo II). En la visita final

rellenaron una encuesta de satisfaccion (Anexo III).

Fase Seleccion | Inyeccion Seguimiento

Visita Basal #0 #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9
DIE] [-28, 0] 1 (+)1 (+)8 (+)30 | (+)60 [ (+)90 | (+)120 | (+)180 | (+)270 | (+)360
Mes de Estudio N 1 2 3 4 6 9 12
Refraccion X Y X
Presion Intraocular X E X X X X X X X X X
Agudeza Visual X C X X X X X X X X X
Sensibilidad al Contraste X C X X
Visién Cromdtica X | X X X X X X X X
oCT X [0} X X X X X X X X X
Microperimetria X N X X X X X X X X

Tabla 2.2. Distribucion temporal de las pruebas utilizadas en este trabajo y realizadas a los
pacientes con RP antes y después de la inyeccion intravitrea de CMN-MOs.
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2.4.1. Medida de la agudeza visual y la refraccion

La refraccion ocular se midi6 de forma objetiva usando un autorrefractometro comercial
(CANON RK-5; Figura 2.8). La medida es automatica y no necesita de la intervencion del
sujeto. Este solamente ha de mantener la mirada sobre un test de fijacion que el instrumento

lleva incorporado y que evita que el paciente acomode.

Figura 2.8. Autorrefractometro CANON RK-5 utilizado para medir la refraccion objetiva
de los pacientes con RP involucrados en este estudio. Fuente: [https://es.bimedis.com/
canon-rk-5-m274444/].

Las medidas de AV decimal se llevaron a cabo tanto en lejos como en cerca, sin
correccion y con correccion. En cada sesion de medidas se siguid el siguiente procedimiento.
Primeramente, se mide la AV del OD en lejos sin correccion y la del OI, también sin
correcciéon. A continuacion se realiza la misma medida pero con correccidon. Acabadas las
medidas en lejos, se procede de forma similar en cerca. Esta secuencia fue completamente
independientemente de que el ojo inyectado con las CMN-MOs fuera el OD o el Ol La
correccion utilizada fue siempre la portada por los pacientes antes de ser intervenidos y se usa
un oclusor sobre el 0jo que no se estd midiendo.

Para la medida de la AV se uso el test ETDRS (del inglés Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study), indicado para pacientes con baja vision como es el caso de los
involucrados en este ensayo clinico. Las medidas con el ETDRS permiten medir un amplio
rango de AVs que abarca desde la baja vision (AV<0.3 con la mejor correccion Optica) hasta
la vision considerada como normal (AV=1.0) segin la US Health Care Classification.
Téngase en cuenta que el ETDRS usa una notaciéon de AV en escala logaritmica con un 0.1 de
progresion entre lineas.

Este test es una extension del test de Snellen usado tipicamente en gabinetes de

optometria. En cada fila del test ETDRS hay representadas 5 letras separadas por espacios
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proporcionales al tamafio de dichas letras. El espacio de separacion entre las diferentes filas
(15 en total) es también proporcional.

Para lejos se uso el instrumento SIFIMAV, dispositivo disefiado para el examen tanto
cualitativo como cuantitativo de la funcion visual [Coloma-Gonzalez, 2013]. Este aparato
consta de un monitor tipo TFT-LCD (del inglés Thin-Film-Transistor Liquid-Crystal Display)
donde se proyectan los optotipos y un mando a distancia que permite los cambios y el control.
El monitor, con un tamafio de 15°’ y una resolucién de 1024x768 con 24 bits, se coloca a 6 m
del paciente (distancia para la cual se ha calibrado previamente). La unidad procesadora
central estd integrada en la misma pantalla.

Para las medidas de la AV en cerca no se usé el SIFIMAYV, sino el Logarithmic Visual

Acuity Chart 2000 New ETDRS colocado aproximadamente a 40 cm de los ojos del paciente.

LOGARITHMIC VISUAL ACUITY CHART
CHART

T
BT Cotmbe

Figura 2.9. Test ETDRS usado para tomar la AV en cerca. Las dimensiones de las laminas
son 60x50cm [Coloma-Gonzalez, 2013].

Es preciso destacar que la medida de AV en cerca se realiza en una sala bien iluminada en

condiciones fotopicas (85 cd/m?) y con una iluminacién uniforme sobre el test.

2.4.2. Medida de la sensibilidad al contraste

Al igual que con la AV de lejos descrita en el apartado anterior, para las medidas de la SC
también se utiliz6 el SIFIMAV que proyecta el correspondiente test de SC sobre la pantalla.
Los optotipos tienen forma circular y contienen patrones sinusoidales (Figura 2.10) que
cambiaran de contraste y frecuencia espacial (o resolucion).

De igual forma que para la AV, el paciente se sitia a 6 m de la pantalla y también usa un
oclusor situado delante del ojo que no se estd midiendo. Las medidas se realizan sin
correccion y seguidamente con ella. En ambas condiciones experimentales, primero el OD y

después el OI, independientemente del ojo usado para el tratamiento.
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Figura 2.10. Detalle de un patron de franjas para la medida de sensibilidad mostrado en el
monitor del SIFIMAV [Coloma-Gonzalez, 2013].

El instrumento permite el uso de 5 valores de frecuencia espacial: 1.5, 3, 6, 12 y 18
ciclos/grado, que corresponden aproximadamente a AV decimales de 0.05, 0.1, 0.3, 0.6 y 1.
Los patrones con estas frecuencias estan distribuidas en lo que el instrumento denomina lineas

A, B, C, D yE, como indica la columna izquierda de la Tabla 2.3.

Linea Frecuencia espacial Sensibilidad al contraste
ciclos / grados 1 2 3 4 5 6 7 8
Linea A 1’5 4 7 12 20 35 70 120 170
Lineca B 3 4 9 15 24 44 85 170 220
Linea C 6 5 11 21 45 70 125 185 260
Linea D 12 5 8 15 32 55 88 125 170
Linea E 18 4 7 10 15 26 40 65 90

Tabla 2.3. Distribucion de frecuencias espaciales y contraste.

Para cada frecuencia espacial se tienen 8 niveles de contraste. La orientacion de la red
sinusoidal que sirve de estimulo se presenta de forma aleatoria y puede ser vertical, inclinada
15° hacia la derecha, o inclinada 15° hacia la izquierda. Todas estas combinaciones de
frecuencias, contrastes e inclinaciones hacen un total de 120 estimulos.

Antes de comenzar con el test de SC, al paciente se le explica el procedimiento a seguir.
Se le pide que para cada patrén mostrado indique si las franjas estan orientadas hacia “arriba”,
hacia la “derecha” o hacia la “izquierda”. En el caso de no llegar a ver el patron, ha de decir
“nada”. Para cada respuesta el operador presiona el botoén correspondiente de forma que al
acabar la prueba, el instrumento reconstruye automaticamente la grafica de SC (Figura 2.11).

El instrumento comienza presentando un reticulo sinusoidal con la frecuencia espacial que
corresponde a la linea A (Tabla 2.3), si el paciente responde correctamente se pasa a un valor
de contraste mas bajo y asi sucesivamente hasta que el paciente deja de verlo. En ese
momento se ha alcanzado la sensibilidad umbral para esa frecuencia. Tras ello se pasa a un
patrén con frecuencia mayor (siguiente linea) para repetirse el proceso, y asi sucesivamente

hasta cubrir las 5 frecuencias espaciales, momento en el que se da por terminado el test de SC.
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En la Tabla 2.3 aparecen un ejemplo de valores de SC para cada frecuencia espacial. Las

casillas grises indican el rango de valores normales para cada linea.

Figura 2.11. Ejemplo representativo de una medida de SC de un paciente incluido en el
ensayo clinico (linea roja). La zona sombreada representa el rango de los valores
correspondientes a sujetos con vision normal.

2.4.3 Medida de la vision cromadtica

En nuestro ensayo clinico, para estudiar si existe anomalia en la percepcion del color se ha
utilizado el test de Ishihara y el manual de exploracién de la vision cromadtica de Kart
Velhagen y Dieter Broschmann (test de Velhagen-Broschmann) [Boynton, 1992; Velhagen,
1998].

Durante su realizacion los pacientes estaban en una sala bien iluminada, con la posicion
del test libre de destellos e intentando simular el efecto de la luz natural, situando al paciente a
una distancia de 70-75 cm con un angulo de 45° (al paciente solo se le permite esta posicion y
no puede tocar las laminas).

La prueba se realizdo monocularmente y con la correccion requerida si era preciso. Primero
se realizo en el OD vy tras ello en el Ol. El objetivo de esta prueba en el ensayo clinico no es
tanto determinar el tipo de anomalia cromatica, sino determinar si ésta existe y si hay
modificaciones en la percepcion cromatica tras la inyeccion de las CMN-MOs. Asi, para una
mejor comprension de los efectos de la RP sobre la vision del color se decidié representar el
numero de laminas en las que el paciente no es capaz de ver el objeto representado. Es lo que
hemos denominado “numero de fallos”. En las hojas de seguimiento el operador va anotando

las laminas en las que los pacientes fallan para asi después analizar los resultados.
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Test de Ishihara

Esta prueba consta de 38 laminas pseudo-isocromaticas formadas por circulos con
tamafios y colores aleatorios, por medio de las cuales se valoran los posibles defectos en la
vision cromatica. Cada una de las laminas de la 1 a la 25 “esconde” un niimero (salvo las 18-
21) y el paciente debe decirle al operador el nimero que ve en un tiempo maximo de 3
segundos para cada una (Figuras 2.12a y 2.12b). En las laminas de la 18 a la 21 no hay
numeros sino lineas, de tal forma que si el paciente ve alguno es porque tiene una deficiencia
al rojo-verde (Figura 2.12c). Las laminas numeradas del 26 al 38 representan lineas curvas
con un origen y un final definido por sendas “X”, que han de ser resueltas en un méaximo de
10 segundos. Aunque originariamente estan disefiadas para pacientes analfabetos o nifios que
todavia no saben leer, ¢éstas también se han usado con los pacientes involucrados en este
estudio. Es preciso hacer hincapié en que el test de Ishihara puede detectar protanopia o
deuteranopia (deficiencias en el rojo-verde), pero no tritanopia (deficiencias en el azul-

amarillo) [Arco Comino, 2019].
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Figura 2.12. Laminas 1 (a), 2 (b) y 20 (c) del test de Ishihara. (a) Se verd un 12
independientemente de si el paciente tiene o no una deficiencia cromatica. (b) Mientras que
una persona normal detecta un 8, una con anomalia rojo-verde vera un 3. (c) Una persona
con deficiencia rojo-verde veria un 45 pero una con vision normal no detectaria niimero
alguno. Fuente: [https://tecnologiamedicaoftalmo.blogspot.com].

En el protocolo se distingue solamente entre “correcto” o “falso”. Un paciente con vision
normal al color verd correctamente al menos 20 laminas. La vision al color sera aceptable si
ve 17. Se considera que el paciente presenta una deficiencia en la vision del color, si ve bien
menos de 13.

Se han usado las primeras 38 laminas siguiendo el orden creciente de la numeraciéon de
éstas. El orden se suele variar si se sospecha de aprendizaje por parte del paciente, pero no ha
sido el caso. Debido a las dificultades visuales de nuestros pacientes con RP por causa de su
distrofia retiniana, cuando fue necesario se les permitié6 un poco mdas de tiempo para cada

lamina.
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Test de Velhagen-Broschmann

Este test se basa en un diagnoéstico diferencial de percepcion de colores, consta de 24
laminas y se considera una version del test de Ishihara [Kuchenbecker, 2010]. En cada lamina
se encuentran de 1 a 3 signos (letras o cifras). El paciente debe resolver las ldminas utilizando
entre 4 y 15 segundos, aunque en este caso, al igual que con el test de Ishihara se les ha
permitido que usen mas tiempo.

En el protocolo del ensayo clinico se seleccion6 esta prueba como segunda opcidn porque
a diferencia del test de Ishihara, en donde solo se puede detectar pacientes protanopes y
deuteranopes, con éste se puede detectar pacientes tritanopes. Asi, los protanopes fallan
habitualmente en las laminas 6, 7 y 8; los deuteranopes en las 9, 10 y 13, y los tritanopes en
las 2, 14 y 15. Todos los pacientes, independientemente de si presentan o no deficiencia en la

vision cromatica deben responder bien cuando se les muestran las laminas 1, 20 y 21.

Figura 2.13. Ejemplo de laminas usadas en el test de vision cromatica de Velhagen-
Broschmann [Reidenbach, 2008].

2.5. Pruebas clinicas oftalmoldgicas realizadas durante el ensayo

2.5.1. Medida de la presion intraocular

La medida de la PIO se realizé con un tonometro de aire (TOPCON CT-80; Figura 2.14),
nuevamente primero en el OD y luego en el OI. Este instrumento lanza un pulso de aire hacia
la cérnea deformandola. El tiempo de accidn/reaccion de la cornea sirve de base para que el
instrumento calcule la PIO en mmHg, donde valores en el rango 10-20 estan considerados
como normales [Browling, 2016]. Hay factores tales como el espesor corneal, la hidratacion y

estado de la cornea, la edad del paciente, el radio de curvatura o la presencia de ciertas
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patologias oculares, que pueden hacer que estos resultados varien. Dependiendo también de la
hora del dia en la que se registra la PIO, la medida puede variar 4+1 mmHg [Perlman, 2007],

siendo mas alto el valor que se registra por la mafiana, que por la noche o de madrugada.

e

Figura 2.14. Modelo de tondmetro de aire usado en este trabajo para las medidas de
PIO. Fuente: [https://es.bimedis.com/topcon-ct-80-m9631].

2.5.2 Registro de imdagenes OCT

Para el registro y posterior analisis de las imagenes de OCT se ha utilizado el instrumento
clinico comercial CIRRUS HD-OCT 5000 (Carl Zeiss Meditec, Inc.) que se muestra en la
Figura 2.15. Los pacientes no portaban ninguna correccion optica en el momento del registro

de imagenes OCT.

Figura 2.15. Instrumento clinico CIRRUS HD-OCT 5000. Fuente: Imagen de
elaboracion propia.

Sin necesitad de contacto alguno entre el ojo y el instrumento, éste proporciona imagenes
tomograficas axiales transversales (B-scans) con alta resolucion en las direcciones horizontal
y vertical con las que construye una imagen tridimensional (denominada “cubo”). En este

trabajo, las imagenes se han registrado de tal forma que estan centradas bien en la zona de la
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fovea, bien en la cabeza del nervio dptico o papila. Para estas ultimas, el paciente ha de dirigir
su mirada en una direccion excéntrica.
La Figura 2.16 presenta un ejemplo de las imagenes OCT de la zona macular de los dos

ojos de un paciente sano donde se puede observar la tipica depresion foveal.

(a) (b)

Figura 2.16. Ejemplo de imagenes OCT de zona macular central de un paciente sano: OD (a); OI (b).

A partir de las imagenes OCT, el instrumento reconstruye y proporciona de forma
automatica tanto las imagenes del fondo de ojo como el mapa de grosor retiniano (i.e.,
distancia entre la membrana limitante interna y el epitelio pigmentario). Un ejemplo del

mismo paciente se muestra la Figura 2.17.

Fl

(a) (b)

Figura 2.17. Imagen del fondo de ojo (a) y mapa de grosor retiniano (b) en el OD del mismo paciente sano.

El software del instrumento es versatil, con una gran variedad de visualizaciones y
parametros. En particular, en este ensayo clinico se ha usado el mapa zonal de anillos de
espesores retinianos (Figura 2.18). En ¢l se distinguen 3 zonas concéntricas: (1) la zona
circular central de 1 mm de didmetro que corresponde a la fovea; (2) el anillo parafoveal entre
1 y 3 mm; y (3) el anillo perifoveal con didmetros interno y externo de 3 y 6 mm
respectivamente (Figura 2.19). En el caso del anillo parafoveal, el espesor utilizado aqui es la

media de los 4 valores (Superior Interno, Inferior Interno, Nasal Interno y Temporal Interno).
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Figura 2.18. Esquemas de los anillos zonales de espesor retiniano. (a) Ejemplo real

en un ojo sano; (b) tamaiio, distribucién y nomenclatura de las distintas sub-zonas en
un OL. Fuente: (a) Datos propios; (b) [https://www.zeiss.ft/].
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Ademas, en este trabajo también se ha utilizado el dato aportado por el valor de la fila
inferior de la Tabla 2.4. Es el valor correspondiente al denominado “cubo macular” o “valor
estandar” utilizado habitualmente por los oftalmologos en la practica clinica. En esta
tomografia macular el instrumento utiliza la informacién de una zona de 6x6 mm? cubierta

por 128 B-scans horizontales, donde cada uno de ellos est4d formado por 512 A-scans.

ILM - RPE oD | OS

Grosor del subcampo central (um) 276 | 282
Cubo de volumen (mm?) 29 10
Cubo grosor prom. (pm) 274 | 278

Tabla 2.4. Tabla resumen de datos OCT proporcionados por el propio software del
instrumento.

Segun el criterio clinico seguido en este ensayo, los rangos de valores considerados
“normales” (i.e., de 0jos sanos) para cada zona utilizada han sido los siguientes:

e Fovea central: [250, 300] um

e Parafévea: [300, 350] pm
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e Cubo macular: [265, 300] pm

A partir de las imagenes OCT de la cabeza del nervio Optico, el instrumento ofrece gran
variedad de medidas. También reconstruye tanto imagenes de fondo como los mapas de

espesor de la capa de fibras nerviosas (Figura 2.20).

()
Figura 2.20. Ejemplo de imagen de fondo de ojo (a) y mapa de espesor de la capa de
fibras nerviosas retinianas en la zona de la papila (b) reconstruidos a partir de
imagenes OCT. (c) Valores de espesor de fibras nerviosas.

Al igual que para la zona macular, para la zona papilar el instrumento muestra una tabla
con varios parametros promedio (Tabla 2.5). En este caso el valor utilizado para el ensayo
clinico ha sido el de la primera fila de dicha tabla: espesor promedio de la capa de fibras
nerviosas. Este valor (para cada 0jo) es el promedio de espesor a lo largo del circulo morado
que rodea la papila (Figura 2.20a) y esta representado con la linea discontinua de la Figura
2.20c. El criterio clinico para que los valores del grosor de las capas de fibras nerviosas

considerados como normales es el intervalo [81, 110] pm.

Tabla 2.5. Tabla resumen para la zona de la cabeza del nervio dptico.
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2.5.3 Microperimetria y sensibilidad retiniana

La microperimetria es una prueba clinica para medir la sensibilidad de la zona macular
(véase el Capitulo 1). Sirve para correlacionar la morfologia de la retina con su funcion
fisiologica y asi detectar cambios debidos a patologias, traumas o lesiones [Laishram, 2017;
Pfau, 2021]. Es un test de diagnostico no invasivo que combina la imagen del fondo de ojo,
con el mapa de sensibilidad retiniana y con el andlisis de la estabilidad de fijacion de mirada,
lo que permite controlar y registrar la actividad de fijacion del paciente mientras se mide el
campo visual.

Esta técnica es apropiada para diagnosticar y hacer un seguimiento no s6lo en pacientes
con RP, sino también con degeneracion macular asociada a la edad, edema macular,
retinopatia diabética y distrofia macular, entre otras [Midena, 2006].

En este trabajo, las medidas de la microperimetria se llevaron a cabo con el
microperimetro MAIA (Macular Integrity Assessment, CenterVue). El instrumento clinico es
ideal tanto para evaluar la sensibilidad retiniana en la zona macular, como para analizar y
entender la capacidad de fijacion de cada paciente. Ademas, permite localizar con mas
precision puntos ciegos que no se pueden observar en una campimetria convencional.

El dispositivo proporciona esencialmente un mapa de la funcion celular retiniana (en
relacion con la imagen de fondo de o0jo) junto con las areas de fijacion del paciente que
compara con una base de datos estandarizada considerada como “normal”. Las pruebas se
pueden realizar independientemente de la AV (incluso con visiéon central muy baja), no es
necesaria midriasis y dispone de un sistema de autoenfoque (de -15 a +10 D).

A través de un procedimiento de eye tracking (o de seguimiento del 0jo) este instrumento
detecta la posicion de la fijacion del paciente y compensa automaticamente los movimientos
oculares durante la realizacion del examen. De esta forma, la sensibilidad retiniana de cada
area de la macula es evaluada en el mismo punto retiniano en cada exploracion. De forma
simultadnea, el sistema también evalua la capacidad del paciente para mantener centrado el
punto de fijacion y los micromovimientos de re-fijacion que realiza.

El instrumento clinico proporciona imagenes, mapas y datos que son utiles para el
diagnostico. Algunos de ellos se describen a continuacion. El primero de la bateria de
resultados que el dispositivo muestra, es una imagen del fondo de ojo registrada con el
sistema de barrido laser (SLO, del inglés Scanning Laser Ophthalmoscope) que permite la
visualizacion de dicho fondo de ojo y la localizacion de posibles anomalias. Los ejemplos de

las Figuras 2.21a y 2.22a corresponden a un ojo normal y uno con RP respectivamente. Una
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simple visualizacion de las imagenes del fondo deja claras las diferencias entre la retina de un

0jo sano y otro con RP.

(a) ‘ (b)

Figura 2.21. Imagen de un fondo de ojo (a) y mapa de sensibilidad retiniana (b) en un paciente normal.

(a) (b)

Figura 2.22. Imagen de un fondo de ojo (a) y mapa de sensibilidad retiniana (b) en un paciente con RP.

El mapa de sensibilidad retiniana se presenta superpuesto sobre una imagen aumentada de
la zona macular (Figuras 2.21b y 2.22b). Estos mapas de sensibilidad son también claramente
diferentes. Mientras en el ojo sano todos los puntos de testeo espacial aparecen en color
verde, en el caso del ojo con RP éstos pasan a ser de color rojo y negro, lo que indica
reduccion o ausencia de sensibilidad macular.

Como se puede apreciar en las dos figuras precedentes, la version estandar del
procedimiento experimental proyecta una malla de 37 puntos distribuidos de forma radial, que
cubren un area de 10° (Figura 2.21b). El sistema de iluminacion consta de un LED blanco que
produce un rango de luminancias entre 1.3 hasta 318.3 cd/m?, con un rango dindmico 36 a 0
dB (Figura 2.23).

A partir de este mapa de sensibilidad espacialmente resuelto, el propio software genera
una escala de Integridad Macular (del inglés Macular Integrity) y otra de Umbral Promedio
(de su término en inglés Averaged Threshold), con un codigo asociado, tanto numérico como
de color, en relacion a la base de datos considerada como normal. Como se aprecia en la

Figura 2.23, la retina del paciente se puede considerar como normal (verde), sospechosa
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(amarillo) o anormal (roja). Los rangos de los valores numéricos de ambos parametros estan

acotados.
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Figura 2.23. Escalas de integridad macular y umbral retiniano promedio para una retina
normal (a) y una afectada de RP (b).

Por convenio, en este ensayo con CMN-MOs se han utilizado los parametros: umbral
promedio (o sensibilidad retiniana), integridad macular y estabilidad de fijacion foveal (del
inglés Fixation Stability). En el caso particular que se muestra en la Figura 2.23, el valor del
umbral retiniano pasa de ser 30.5 dB (verde) en el ojo sano a 1.3 dB en el ojo con RP de uno
de los pacientes involucrado en el estudio (rojo).

Por su parte, las Figuras 2.24 y 2.25 muestran los resultados proporcionados por el
instrumento para evaluar la fijacion foveal. Estos estan divididos en dos partes. En la parte
izquierda se representa la imagen del drea macular sobre la que se han superpuesto las zonas
de fijacion. Junto a ella y en escala de colores se muestra la escala de fijacion en %. Dichas
figuras corresponden a un ojo normal (Figura 2.24) y a uno con RP (Figura 2.25). Las dos
zonas de analisis concéntricas representadas en la Figura 2.25 se denominan P1 (anillo
interno) y P2 (anillo externo).

En una retina normal, los spots del tracking de fijacién (puntos verdes superpuestos)
aparecen concentrados en la zona foveal. Por el contrario, en una retina con RP éstos aparecen
dispersos y cubriendo gran parte de la macula. Este hecho se ve reflejado en las escalas de
color a la derecha de ambas figuras. Mientras que la estabilidad de fijacion en el ojo normal es
del 100% indicando que se trata de un ojo sano [Garcia-Navarro, 2015], en el caso de un

paciente con RP, este valor baja hasta un 40 % en la zona P2 y un 11% en la P1.
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P1=100%,P2=100%

indican las dos zonas de analisis concéntricas (véase la Figura 2.25).

P1=11%,P2=40%

Fixation stavitty  [TTTEE e v PSS

Figura 2.25. Mapa y escala de estabilidad de fijacion para un ojo con RP.

Se considera como fijacién estable o normal cuando P1 estd entre 100 y 75%. Sera
inestable o anormal si P2 es menor al 75%. Si el paciente estd en el rango intermedio, la
fijacion serd relativamente inestable (P1 menor del 75% y P2 mayor del 75%) [Morales,

2016].
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CAPITULO

Resultados I. Agudeza visual

En este capitulo se presentan los resultados correspondientes a la AV decimal tanto en
lejos como en cerca (sin correccidon y con correccidon). De forma complementaria también se
recogen los de refraccion ocular y PIO. En la medida de la AV se comienza con los datos
basales obtenidos en la primera visita (antes de la inyeccion de CMN-MOs) y se analizan
como ¢éstos se modifican cuando el paciente lleva puesta su mejor correccion. A continuacion,
se analizan los cambios que se producen en la AV tras la inyeccion de CMN-MOs, durante el
periodo que dura el presente ensayo clinico. Estas variaciones en la AV permitiran estimar la

influencia de dicho tratamiento en una potencial mejora de la funcion visual.
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3.1. Refraccion ocular y presion intraocular

En la Figura 3.1 se presentan los valores de refraccion (esfera y cilindro) medidos en la
visita basal para los dos ojos de todos los pacientes. Las diferencias entre pacientes en la
esfera (circulos grises) son mucho mayores que en el cilindro (triangulos negros). Mientras
que la primera se sitiia entre -2.50 D hasta +4.25 D, en el cilindro (negativo) el rango va de
0.00 a -3.00 D. El célculo de la esfera equivalente (EE) no muestra diferencias notables entre
ojos contralaterales salvo en los pacientes #6 (ojos 11 y 12) y #7 (ojos 13 y 14), con
anisometropias de 2.44 D y 2.08 D respectivamente.
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Figura 3.1. Valores de esfera (circulos grises) y cilindro (triangulos negros) para ambos 0jos

de todos los pacientes involucrados en el estudio, medidos durante la visita basal. Se han

numerado los ojos de forma correlativa, de tal forma que los nimeros impares corresponden a

ODs y los pares a Ols. Cada par de ojos correlativos (impar+par) corresponde a un paciente.

Por otra parte, la relacién entre las EEs medidas en la visita basal y tras completar el
tratamiento con CMN-MOs se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Comparacion de la refraccion ocular (EE) antes y después del tratamiento. La
linea continua representa el mejor ajuste lineal (EEfn,=1.08*EEpa5a110.03; R=0.95).

Hay una relacion lineal estadisticamente significativa en la refraccion (p<0.0001) con una

pendiente cercana a la unidad. No se aprecian cambios en la refraccion comparando los
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valores antes (media: -0.29+2.12 D) y después del tratamiento (media: -0.28+2.42 D). Aunque
es preciso analizar en detalle lo que ocurre con la AV (véanse los siguientes apartados), la
inyeccion de CMN-MOs parece no tener influencia sobre los valores de la refraccion
independientemente de si se trata de un ojo inyectado con CMN-MOs o con placebo.

Los datos de PIO para todos los ojos medidos en la visita basal y en la final se han
representado en Figura 3.3. No se han encontrado diferencias significativas entre los ojos con
placebo y los inyectados en ninguna de las dos visitas. Los valores medios respectivos fueron
13.343.6 y 13.3+3.7 mmHg en la visita basal, y 12.4+2.5 y 12.5£2.5 mmHg en la final. Los
rangos en la primera visita estan entre 7 y 18 mmHg, y son similares a los obtenidos en la
ultima (entre 9 y 17 mmHg). No se han encontrado diferencias estadisticas significativas

(p<0.0001, t-test).
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Figura 3.3. Valores de PIO basales (circulos grises) y finales (triingulos negros) para ambos
ojos de todos los pacientes involucrados en el estudio. El orden de representacion es el mismo
que en la figura anterior.

Como ejemplo representativo, la Figura 3.4 presenta la evolucion tras la inyeccion de los
valores de PIO en el ojo tratado de uno de los pacientes (#3). Se observa que hay una
disminucion notable de la PIO en la visita #1, seguido por una moderada estabilizacion a lo
largo de las diferentes visitas.

En la Figura 3.5 se presentan las variaciones de PIO entre la visita final y la basal para
todos los ojos inyectados con CMN-MOs que han formado parte del presente estudio. Las

variaciones se sitilan entre +3 y -4 mmHg.
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Figura 3.4. Evolucion de la PIO en el ojo tratado con CMN-MOs de uno de los pacientes del
estudio (#3).
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Figura 3.5. Variacion de la PIO (en mmHg) entre la visita final tras el tratamiento y la basal
para los ojos tratados con CMN-MOs.

3.2. Agudeza visual en la visita basal

La Figura 3.6 muestra los valores individuales de AV en lejos sin correccion (LSC),
medidos en la visita basal, para todos los ojos que seran posteriormente inyectados con CMN-
MOs. Se puede observar que existe cierta variabilidad inter-individual. Los valores estan en el
rango entre 0.13 y 0.29 (media: 0.19+0.07), lo que da muestra de que la patologia afecta
notablemente a la AV. Puesto que ninguno de los pacientes prestaba una AV<0.10, no estan
dentro del rango considerado como ceguera legal (véase apartado 1.2.1).

De forma similar, en la Figura 3.7 se presentan las AVs en cerca sin correccion (CSC). La
variabilidad inter-individual es mayor que en vision de lejos (entre 0.06 y 0.50). En 4 de los 8

ojos esta AV-CSC es mayor o la misma que la AV-LSC (en media aumenta hasta 0.27+0.17).
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Figura 3.6. Valores de AV en LSC medidos en la visita basal para los ojos que
posteriormente se inyectaron con CMN-MOs.
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Figura 3.7. Valores de AV en CSC para los todos los ojos que seran inyectados.

A los pacientes que llevan habitualmente correccion de lejos en gafa (N=5), se les volvio a
medir la AV (AV en lejos con correccion, AV-LCC). En todos ellos mejora llegando a
valores entre 0.20 y 0.67 (téngase en cuenta que el intervalo de AV-LSC es [0.13, 0.29]). De
igual forma se opero para el caso de vision de cerca con correccion (CCC). En esta situacion
también hay un aumento de la AV tras la correccion (entre 0.25 y 0.63), con variabilidad
inter-individual en un rango similar a la obtenida en vision de lejos.

En la grafica de la Figura 3.8 se puede observar como cambian las AVs con la correccion
tanto de lejos como de cerca. Los valores que se han representado son las medias para todos
los ojos que seran inyectados tras la visita basal. A pesar de ser pacientes con RP, hay que
destacar la diferencia de los valores de AV en condiciones sin correccion y con correccion. En
particular, el aumento en la AV es de 2.4x para lejos y 1.6x para cerca. Las AVs son
estadisticamente diferentes en vision de lejos (barras negras, p=0.003), pero no en vision de

cerca (barras grises, p=0.15).
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Figura 3.8. Valores medios de AV en lejos (barras negras) y cerca (barras grises), con y sin
correccion (visita basal). Las barras de error indican la desviacion estandar. (**: p=0.003).

A efectos meramente comparativos y con el objetivo de conocer si los ojos a los que
posteriormente se les inyectaron las CMN-MOs parten de una situacion diferente a los que no,
en la Figura 3.9 se muestran los valores medios de AV para las diferentes condiciones
experimentales, pero separando los 0jos que seran posteriormente inyectados con CMN-MO
(simbolos rojos) de los que recibieron placebo (simbolos azules). No se encontraron
diferencias significativas entre ellos, lo cual a priori indica que los resultados que se obtengan
al finalizar el ensayo en términos de AV serian en principio independientes de si el ojo
elegido para ser inyectado hubiese sido uno u otro. Como ya se indic6 en el Capitulo 2, el

ensayo fue doble ciego, es decir, el paciente en ningin momento era consciente de qué ojo fue

*%*

LSC

inyectado con CMN-MOs o placebo.
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Figura 3.9. AVs basales promedio para los ojos que serdn posteriormente tratados (barras

LCC

CSC

CCC

rojas, Figura 3.8) o no (placebo, barras azules).
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3.3. Evolucion de la agudeza visual tras la inyeccion

En este apartado se muestran los valores de AV para las distintas condiciones tras la
inyeccion de CMN-MOs. Como ya se indico en el capitulo anterior, a partir de la visita basal
hay 9 visitas que se han utilizado para seguir el tratamiento: #1 al siguiente dia, #2 a los 8, #3
al mes (~30 dias), #4 a los 2 meses (~60 dias), #5 a los 3 meses (~90 dias), #6 a los 4 meses
(~120 dias), #7 al medio afio (180 dias), #8 a los 9 meses (~270 dias) y #9 a los 360 dias (~1

afio, visita final).

3.3.1. Agudeza visual en lejos sin y con correccion

Los resultados de AV-LSC en un ejemplo representativo de ojo inyectado (paciente #5) se
muestran en la Figura 3.10. En este paciente se observa que, aunque la AV-LSC se reduce en
la visita #1 con respecto a la visita basal (disminuye de forma puntual de 0.20 a 0.13), ésta va
aumentando progresivamente con el tiempo hasta estabilizarse en torno a un valor de 0.25 a
partir de la visita #4. Esto representa un incremento del 25% en la AV-LSC al comparar los
valores finales y basales.
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Figura 3.10. Evolucion de la AV-LSC en el ojo inyectado de uno de los pacientes (#5) que
sufre de RP. Como referencia también se ha incluido el valor de la AV en la visita basal.

Sin embargo, no en todos los pacientes existe un aumento de la AV-LSC tras haber
trascurrido un afio desde el tratamiento. Hemos de indicar que en algunos de los ojos tratados
(N=3), la AV-LSC, aunque va cambiando con el tiempo, en la ultima visita tiene el mismo
valor que en la primera (véase, por ejemplo, la Figura 3.11). Esto es importante porque, a
pesar de no haber habido mejora, el avance de la patologia (al menos en lo que AV se refiere)

no ha ido a mas durante el afio que ha transcurrido tras el tratamiento.
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Figura 3.11. Evolucién de la AV-LSC en el ojo inyectado con CMN-MOs del paciente #7 del
presente estudio.

Los valores promedio de AV-LSC para los ojos inyectados de todos los pacientes a lo
largo del periodo de estudio se muestra en la Figura 3.12. En media, la AV-LSC pasa de

0.19+0.07 a 0.24+0.09, lo que representa un incremento medio del 26%.

0.40

0.30

0.20

AV-LSC

0.10

0.00 -
Basal 1 2 3 4 5 6 7 8 Final

Visitas (#)

Figura 3.12. Valores medios de la AV-LSC de los ojos inyectados con CMN-MOs de todos
los pacientes y para todas las visitas.

La Figura 3.13 agrupa los cambios en AV-LSC entre la visita final y la basal. Las mejoras
individuales en AV-LSC oscilan entre 0 (misma AV antes y después del tratamiento) y un
65%. Es decir, en 3 ojos la AV-LSC no mejord, pero en los otros 5 se encontraron
incrementos en un rango que va desde un minimo del ~20% hasta un maximo del 65%.

Las medidas de AV se repitieron a los mismos intervalos de tiempo también con
correccion en gafa, tanto de lejos como de cerca (véase el siguiente apartado), en los casos en
los que los pacientes las tenian prescritas previamente a la intervencion. Hemos de recalcar
que, el protocolo establecido no contemplaba la optimizacion de la AV, por ser éste un ensayo
de seguridad y no de eficacia. Por tanto, la medida se realiz6 de tal forma que los pacientes
portaban la misma prescripcion que llevaban en la visita basal, lo cual implica que cualquier

mejoria se debe al efecto de las CMN-MOs y no de la correccion Optica.
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Figura 3.13. Cambios en la AV-LSC (en %) al finalizar el tratamiento con inyeccion de

CMN-MOs cuando se comparan los valores de la visita final con la basal.

La Figura 3.14 muestra la evolucion de la AV-LCC (magenta) comparada con la AV-LSC
(rojo) en uno de los pacientes (#3). A pesar de la no optimizacion de la AV-LCC con una
nueva prescripcion, en todas las visitas se observa un cambio cuando se compara con la AV-
LSC. Para este paciente, la AV-LCC presenta una mejoria, pasando de 0.67 en la visita basal
a 0.80 en la final.
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Figura 3.14. Ejemplo representativo de la evolucion de AV-LSC (rojo) y AV-LCC (magenta)
en el ojo tratado con CMN-MOs en uno de los pacientes (#3).

En la grafica de la Figura 3.15 se comparan los valores medios de AV sin y con
correccion, tanto en la visita basal como en la final. En media, la AV-LSC mejora tras el
tratamiento en un 26% (la diferencia fue significativa [p=0.05]) y cuando ésta se corrige con
gafa sube hasta un 88%. Sin embargo, en la AV-LCC no hay diferencias significativas antes y
después del tratamiento (p=0.08), posiblemente porque la correccidon usada en gafa no esta
optimizada, como ya se comentd anteriormente. Las diferencias entre AV-LSC basal y AV-

LCC final son estadisticamente significativas (p=0.001).
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Figura 3.15. Valores medios de AV-LSC (en rojo) y AV-LCC (en magenta), antes (Vvisita
basal) y después del tratamiento (visita final). Los datos de la visita basal son los mismos que
se mostraron en la Figura 3.8. (*: p=0.05; **: p=0.001).

AV

3.3.2. Agudeza visual en cerca sin y con correccion

La Figura 3.16 presenta la evolucion de la AV-CSC en el ojo inyectado de uno de los
pacientes (#5). El valor cambia de 0.06 en la visita basal hasta alcanzar 0.20 en la final, lo que
representa un incremento mayor de 3x.
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Figura 3.16. Evolucion de la AV-CSC en el ojo inyectado con CMN-MOs de uno de los
pacientes (#5) involucrados en el presente estudio.

De forma similar a lo que se apuntaba arriba sobre la vision de lejos, en vision de cerca
también ocurre que la AV-CSC en algunos ojos no mejora al afio del tratamiento, sino que se
mantiene. Esto queda representado en la Figura 3.17 que engloba los cambios de la AV-CSC
entre el final del periodo bajo estudio y la visita basal. En este caso dichos valores se sitian el
rango [0, 233] %. Los valores medios teniendo en cuenta todos los ojos inyectados pasan de

0.25+0.16 a 0.37+0.11.
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Figura 3.17. Mejora (en %) en la AV-CSC de los ojos inyectados comparando los valores
entre la visita final y la basal.

Como cabe esperar, al corregir esta vision de cerca tras el tratamiento, también mejora la
AV. Aunque la edad no es un punto a tener en cuenta en nuestro pacientes (la maxima fue de
54 anos), hay que tener en cuenta que desde el punto de vista oftalmologico la mejora en
cerca siempre es mas compleja que en lejos.

Los valores medios de AV-CSC y AV-CCC para las visitas basal y final tras el
tratamiento se muestran en la Figura 3.18 (junto con los basales de la Figura 3.8). En
particular, la AV-CSC media mejora tras el tratamiento en un 48% y la diferencia es
estadisticamente significativa (p=0.03). Por su parte, en la visita basal (véase también la
Figura 3.8) la correccion producia una mejora del 76%. Las diferencias entre CSC y CCC tras
el tratamiento son del 38%. No se han encontrado diferencias significativas entre las AV-CCC
antes y después del tratamiento. Pero conviene no olvidar que la correccion en cerca fue la
usada por los pacientes antes del tratamiento y que al igual que en vision de lejos, en este caso

tampoco se optimizo.
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Figura 3.18. Valores medios de AV-CSC (en rojo) y AV-CCC (en magenta), en la visita
basal y en la final. Los datos de la visita basal ya se presentaron en la Figura 3.8. Las barras
de error indican la desviacion estandar. (*: p=0.03).

AV
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3.4. Discusion

En la RP, al igual que en otras patologias retinianas, el denominador comun es la pérdida
progresiva de células, tales como fotorreceptores o ganglionares. Esto lleva en la mayoria de
los casos a una reduccion irreversible de la vision. Aunque, a dia de hoy no hay cura para la
RP, las células madre podrian potencialmente usarse tanto como neuro-proteccion como para
reemplazo celular [Siquiera, 2011a].

Desde hace unos afios, la inyeccion intravitrea de CMN-MOs ha sido la base de varios
ensayos clinicos para el tratamiento de la RP (véase apartado 1.3 de la Introduccion), como el
que se presenta en esta Tesis Doctoral.

Tomando como base los trabajos en modelos animales del grupo de Martin Friedlander
(The Scripps Research Institute, La Jolla, CA) y de Louis Smith (Children’s Hospital, Boston,
MA) [Otani, 2004; Smith, 2004], en 2008, Jonas et al. utilizaron una inyeccion intravitrea de
CMN-MOs en un paciente con atrofia retiniana por efecto de la retinopatia diabética [Jonas,
2008]. A la semana de la intervencién no hubo signos ni de inflamacién ni de infeccion. En
un estudio posterior de los mismos autores (3 pacientes con glaucoma y retinopatia diabética)
el resultado fue similar pasado 1 mes [Jonas, 2010]. El ensayo clinico de Siquiera y
colaboradores durd 10 meses, tras los cuales ninguno de los 5 pacientes involucrados (3 con
RP y 2 con distrofia de conos y bastones) tuvo efectos adversos asociados a la inyeccion
[Siqueira, 2011b; Siqueira, 2011c].

Por el contrario, en uno de los 3 pacientes involucrados en el ensayo de Satarian ef al. con
cé¢lulas madre mesenquimales se observo proliferacion de tejido fibroso en el vitreo que
condujo a un desprendimiento de retina traccional (a los 3 meses) y a la formacion de una
catarata (al afio) [Satarian, 2017]. En un grupo mas numeroso de pacientes con RP (N=14),
Tuekprakhon y co-autores no observaron efectos adversos serios tras la inyeccion de células
madre mesenquimales durante el afio que durd el estudio [Tuekprakhon, 2021]. Las
incidencias consideradas no-graves por los responsables del ensayo incluyeron una sinequia
posterior, un pequefio edema macular cistoide, un leve desprendimiento coroideo y un
desplazamiento de una lente intraocular. Tras finalizar el ensayo, a 12 de los pacientes se les
realizaron revisiones periodicas (entre 1.5 y 7 afios) y solamente tuvo lugar un caso severo (al
4° mes del afo 3): una hemorragia vitrea que necesit6 de vitrectomia.

La inyeccion intravitrea de CMN-MOs CD34+ usadas en dos estudios diferentes no

provocaron ni inflamacién ni hiperproliferacion en ninguno de los pacientes a pesar de tener
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un gran abanico de patologias (RP, oclusion vascular retiniana, agujero macular, degeneracion
macular no exudativa) [Park, 2014; Siqueira, 2021].

Como ejemplo, en la Figura 3.19 se muestran imagenes de fondo de ojo en uno de los
pacientes involucrados en este ensayo clinico, una registrada durante la visita basal y la otra a

los 90 dias de haber recibido la inyeccion de CMN-MO (visita #5).

(a) (b)
Figura 3.19. Ejemplo de imagenes del fondo de ojo de uno de los pacientes con RP
registradas con auto-fluorescencia. (a) Visita basal; (b) Visita #5.

3.4.1. Refraccion y presion intraocular

Previamente a medir la AV, se procedi6 a refraccionar ambos ojos de los pacientes tanto
en la visita basal como en la final. En lo que respecta a la refraccion inicial, el valor medio
para la EE fue de -0.29+2.12 D, lo que a primera vista indica una leve miopia (el 63% tienen
una EE negativa). Sin embargo, el analisis por separado de la esfera y el cilindro muestra que
en 13 de los 16 ojos (81%) el astigmatismo es mayor de 0.50 D (Figura 3.1). Ademas, en la
esfera existe una gran variabilidad inter-individual, con un rango que va desde -2.50 a +4.25
D.

Estos resultados estan en concordancia con estudios recientes que han mostrado valores
medios de EE de -0.45+2.20 D, asi como que un 86% de ojos de los pacientes con RP tenian
cilindros por encima de 0.50 D [Cedran Sanchez, 2018]. Publicaciones anteriores coinciden
en que en ojos con RP la refraccion ocular predominante suele ser miopia y astigmatismo
[Berson, 1980; Berson, 1993a; Pagon, 1988; Sieving, 1978]. Sin embargo, la prevalencia del
astigmatismo era menor que la encontrada aqui (solo el 47% presentaban astigmatismos por
encima de 0.50 D [Sieving, 1978]).

Al finalizar el tratamiento con CMN-MOs la refraccion ocular permanece practicamente
constante (Figura 3.2) (EE promedio: -0.28+ 2.42 D).

Por otra parte, los valores de PIO de la visita final no se diferencian significativamente de
los registrados en la visita basal y todos se consideran dentro de la normalidad. Es interesante

destacar que aparece un descenso brusco de la PIO al dia siguiente de la inyeccion, que luego
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se estabiliza con el paso de los meses. Esta estabilizacion con el tiempo también ha sido
reportada por otros autores (1 mes tras la intervencion) [Jonas, 2010]. Por el contrario, en otro
ensayo se describe un aumento de la PIO tras la inyeccion que también se estabilizé con el
tiempo [Tuekprakhon, 2021]. En uno de los pacientes del ensayo también aument6 la PIO,

pero se estabilizd con tratamiento farmacoldgico.

3.4.2. Agudeza visual en la visita basal

Como enfermedad retiniana que es, la RP afecta a la AV del paciente que la padece.
Mientras que su incidencia es baja en estadios iniciales, ésta disminuye rdpidamente en
estadios avanzados [Pagon, 1988]. Si el campo visual es >15° y la AV>0.6, la RP est4d en un
estadio I. Cuando la afeccion progresa y la AV~0.05 y el campo visual <5°, estamos ante una
RP en estadio IV [Garcia Martin, 2015]. Los pacientes son declarados como ciegos legales si
su AV estd por debajo de 0.1 [Berson, 1993a]. Las razones de esta disminucion en la AV se
fundamentan por la muerte de fotorreceptores, pero también por patologias asociadas la RP
como edema macular o agujeros maculares, entre otros.

En una muestra de 999 pacientes con RP (mayores de 45 afios), mas del 50% tenian una
AV>0.5 y solamente en un 25% la AV fue menor o igual a 0,1. Esto implica que incluso en
presencia de RP, puede que la retina conserve intacta la zona foveal central y por tanto la AV
no siempre se vea afectada de forma significativa [Grover, 1999]. Los resultados fueron
similares en un estudio con un grupo de pacientes menos numeroso [Berezovsky, 2003]. Sin
embargo, dicha AV si que puede verse afectada por la aparicion de edema [Fishman, 1977a].

La combinaciéon de OCT y AV realizada en 9 ojos de pacientes con RP reportdé una AV
media de 0.43 (rango, entre 0.1 y 1) y que los valores de AV estaban débilmente
correlacionados con el espesor retiniano de la zona macular central [Witkin, 2006]. En un
estudio posterior con 118 ojos, Lupo et al. encontraron que la AV media era de 0.95+0.07 si
la patologia no habia producido cambios morfologicos en la zona macular, de 0.72+0.22 con
presencia de edema macular clinico, y bajaba hasta 0.50+0.20 si habia traccion vitreo-macular
[Lupo, 2011].

En nuestra muestra de pacientes la AV-LSC promedio en la visita basal fue de 0.19+0.07,
con valores entre 0.13 y 0.29, lo que da muestras de que la patologia esta en un estadio
avanzado y es coherente con publicaciones previas. En vision cercana, la AV-CSC basal
media fue de 0.27+0.17 con un rango de valores individuales mayor que en vision de lejos
([0.06, 0.50]). No se encontrd ninguna dependencia con la edad a pesar de que la maculopatia

depende mucho de ésta.
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Cuando corregimos la vision de lejos, el rango de AV-LCC se situo entre 0.20 y 0.67, con
un valor promedio de 0.45+0.21, que implica un aumento >2x. En el caso de vision cercana,
la AV-CCC media fue de 0.44+0.15, que representa un 1.6x con respecto a la AV-CSC. Las
diferencias en LCC con respecto a LSC fueron estadisticamente significativas, pero en cerca,
no.

En esta visita basal no se encontraron diferencias significativas entre los 0jos que serian
inyectados y los que no. Es de interés hacer hincapié en este hecho puesto que a pesar de que
los resultados recogidos en el presente trabajo sélo se centran en los ojos inyectados, la

eleccion (como ya se ha comentado anteriormente) fue al azar y el ensayo fue doble ciego.

3.4.3. Agudeza visual en la visita final

En diferentes ensayos con células madre se han realizado medidas de AV. Sin embargo,
no siempre se obtuvieron resultados satisfactorios. En ninguno de los ensayos con CMN-MOs
que realizaron Jonas et al. se encontraron cambios en la AV [Jonas, 2008; Jonas, 2010]. Estos
se llevaron a cabo en pacientes con glaucoma y degeneracion macular por retinopatia
diabética, pero no con RP. En 2011, Siquiera et al. realizaron un estudio (fase I) en 3
pacientes con RP a los que se administrd una tnica inyeccion de CMN-MOs. Observo una
mejora en la AV (1 linea en el test ETDRS) que se detect6 en la semana 1 y se mantuvo hasta
el final de ensayo (40 semanas) [Siqueira, 2011b; Siqueira, 2011c]. Todos los participantes en
el estudio de Tuekprakhon y colaboradores (N=14) aumentaron su AV a los pocos meses de
la inyeccion [Tuekprakhon, 2021]. Aunque volvieron a valores basales al afio, éstos
permanecieron estables varios afios después del final del estudio.

En el ensayo de Park ef al., con 6 pacientes que sufrian de distintas patologias retinianas,
la AV tuvo variaciones inter-individuales, pero en ninguno caso disminuy¢6 al finalizar el
estudio (6 meses) [Park, 2014]. En un caso clinico de un paciente con RP y agujero macular,
se ha reportado un incremento de la AV (de 0.05 a 0.13) a los 3 meses [Siqueira, 2021].

En un ensayo clinico en fase III, Kahraman ef al. transplantaron células mesenquimales de
cordon umbilical en el area supracoroidal de 124 ojos (82 pacientes) con RP [Kahraman,
2020]. A los 6 meses el 46% de los ojos experimentaron una mejora en la vision (de 0.04 a
0.08 en media), el 42% permanecio estable y el 12% empeord. De forma similar, en un
ensayo de 12 meses con 32 pacientes que sufrian de RP, se usaron el mismo tipo de células
mesenquimales de cordon umbilical (administradas de forma intravenosa) y se obtuvo que el

90.6% de los pacientes mejoraron su AV [Zhao, 2020].
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En nuestra muestra de pacientes con RP avanzada se han estudiado los cambios en la AV
en diferentes condiciones de vision tras la inyeccion de CMN-MOs. La AV-LSC en la visita
final aument6 en 5 ojos y se mantuvo estable en los 3 restantes. En media, hay un aumento del
26%, pasando 0.19+0.07 a 0.24+0.09 (diferencia significativa), que sube hasta 0.45+0.21
cuando se corrige con gafa. Este resultado tras un afo de tratamiento es clave puesto que
durante ese tiempo la patologia parece estabilizarse o mejorar en términos de AV. Ademas, es
de destacar que, dada la baja AV-LSC con la que parten estos pacientes, cualquier posible
mejora representa un hito en este tipo de ensayos clinicos. El comportamiento en vision
cercana es similar: la AV-CSC en la visita final se mantuvo estable en 2 ojos y aumento en los
6 restantes. En media, hay un aumento del 48%.

Todos estos estudios previos arriba citados se han centrado en medidas de AV en vision
de lejos. En nuestro ensayo clinico no s6lo hemos encontrado mejoras en vision de lejos, sino
también en cerca. A pesar de que esta mejora no ocurre en todos los pacientes, en aquellos en
los que no tiene lugar, se mantiene durante al menos el tiempo que dura el estudio. Esto
representa un gran beneficio para estos pacientes que padecen una RP en un estadio avanzado,
puesto que para ellos cualquier mejora, por pequeia que sea, hace que su calidad de vida

aumente.

65



66



CAPITULO

Resultados II. Sensibilidad al contraste y
vision cromatica

En este segundo bloque de resultados se muestran los valores de SC asi como los referidos
a la vision del color. Al igual que se hizo con la AV, los datos basales de la primera visita
servirdn de referencia para explorar los cambios que se producen tras la inyeccion de CMN-
MOs.

Para que pueda servir como referencia (véase apartado 2.4.2), los valores de SC
considerados normales para la linea A (que corresponde a una frecuencia espacial de 1.5
ciclos/grado) se sittian entre 35 y 70. Para la linea B (3 ciclos/grado) el rango es 44-170 y para
la C (6 ciclos/grado), 70-185. En el caso de las lineas D (12 ciclos/grado) y E (18 ciclos/grado)
los valores estarian respectivamente entre 15 y 125, y entre 4 y 40.

En lo que respecta a la vision cromatica, las medidas se han llevado a cabo con los dos tipos

de test ya referidos en el Capitulo 2, el test de Ishihara y el test de Velhagen-Broschmann.
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4.1. Sensibilidad al contraste en la visita basal

Las barras negras de la Figura 4.1 muestran, como ejemplo representativo, los valores de
SC sin correccion (SC-SC) medidos en la visita basal para uno de los pacientes (#7) en el ojo
que seria inyectado posteriormente con CMN-MOs. Se puede observar como la SC decae con
la frecuencia espacial, pasando de 12 a 1. Incluso para frecuencias espaciales bajas (1.5
ciclos/grado), los valores estan muy por debajo de los considerados como “normales” (rango
35-70). En el resto de los ojos involucrados en el presente estudio el comportamiento es similar.
Este hecho se ve reflejado en los datos con barras rojas, que representan los valores medios para

todos los pacientes y frecuencias. En promedio, los valores bajan de 4+5 hasta 1+2.
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Figura 4.1. Valores de SC-SC para uno de los pacientes con RP (barras negras) obtenidos en la
visita basal para todas las frecuencias espaciales utilizadas en el estudio. Las barras rojas
corresponden a los valores medios de la SC-SC para todos los pacientes. Las barras de error
representan las correspondientes desviaciones estandar.

4.2. Evolucion de la sensibilidad al contraste tras la inyeccion

Como ya se indico en el Capitulo 2, la SC se analizé en visita basal, a los 2 meses (visita
#4) y al ano (visita final). La Figura 4.2 presenta, para dos pacientes, los valores individuales
de SC-SC en el ojo inyectado para la linea A (1.5 ciclos/grado) en las diferentes visitas. Se han
escogido estos dos pacientes (#5 y #7) pues representan los valores extremos de la SC-SC en la
visita basal (12 y 0 respectivamente). Como cabe esperar, los resultados tras finalizar el
tratamiento dan muestras de que existe cierta recuperacion de la SC, pero el efecto de la

patologia sigue siendo més que patente.
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Figura 4.2. Evolucion temporal de la SC-SC en los ojos inyectados de dos pacientes (#5, rojo;
#7, magenta).

En el paciente #7 se observa que la SC-SC se mantiene hasta los 2 meses y aumenta hasta
20 en la visita final, lo que representa un incremento del 67%. Sin embargo, en el paciente #5
hay un incremento progresivo, pasando de 0 a 12 tras haber trascurrido un afio desde el
tratamiento. Estos dos comportamientos son los que se han encontrado en todos los ojos
inyectados para las diferentes frecuencias espaciales, es decir, en algunos sujetos hubo cambios
progresivos durante el tiempo que durd el ensayo, mientras que en otros los cambios se

producen entre los 2 meses y la visita final.
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Figura 4.3. Valores medios de la SC-SC para las lineas A (a) y E (b) de los ojos inyectados de
todos los pacientes y para las diferentes visitas. (*: p<0.05).

En la Figura 4.3 se presentan los valores promedio de SC-SC para las lineas A y E (bajay
alta frecuencias espaciales respectivamente) en todos los ojos inyectados a lo largo del periodo
de estudio. Notese la diferencia entre los ejes de ordenadas de ambas graficas. En media, la SC-
SC pasa de 445 a 11+6 en el caso de la linea A. Aun asi, el valor final sigue estando
notablemente por debajo de los valores estandar de pacientes sanos. Para la frecuencia mas alta

utilizada, la SC-SC aumenta de 1£2 a 4+£2, valor éste ultimo que esta en la cota inferior de lo
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considerado como “normal”. El andlisis estadistico (t-test) muestra diferencias significativas
entre la visita basal y la intermedia, asi como entre la basal y la final, tanto para la linea A
(p=0.05) como para la E (p=0.03).

Para mostrar el comportamiento general, la Figura 4.4 agrupa los valores medios de SC-SC
de las visitas basal y final para todas las lineas (de la A a la E). Como ya se dijo antes (véanse
Figuras 4.1 y 4.3) al aumentar la frecuencia, la SC-SC en la visita basal fue disminuyendo,
yendo desde un valor medio de 4 (linea A) hasta 1 (linea E).

Para todas las frecuencias espaciales se ha encontrado un incremento mantenido entre
ambas visitas (basal y final). Se puede observar que el cambio mas drastico a lo largo del
seguimiento de un afio corresponde a la frecuencia mas baja (linea A, que aumenta de 4 a 11).
Para el resto, la SC-SC al finalizar el tratamiento tiene un valor de en torno a 4, que corresponde

al rango patologico o fuera de la normalidad.
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Figura 4.4. Valores medios de SC-SC para todas las frecuencias espaciales medidas en la visita
basal (rojo) y en la final tras el tratamiento (naranja). Las barras de error representan la
desviacion estandar para todos los ojos tratados.

La SC se midi6 también con correccion en gafa (SC-CC) en las mismas visitas. Como
ejemplo representativo, en la Figura 4.5, se comparan los valores medios de SC para la linea A,
sin 'y con correccion para todos ojos inyectados y todas las visitas. A diferencia de lo que ocurria
con la AV, la gafa es capaz de mejorar de la SC de forma puntual, pero en ninglin caso la mejora
es significativa. Aunque en media, la SC-SC casi se triplica (x2.75) tras el tratamiento, cuando
se corrige con gafa (SC-CC) en la visita final, solamente hay un aumento moderado (9%) con
respecto a la SC-SC medida en dicha visita. Esto implica que la mejora es basicamente debida

al tratamiento.
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Figura 4.5. Comparacion de valores promedio de SC sin (rojo) y con (magenta) correccion para
la linea A, en todos los ojos inyectados con CMN-MOs y para todas las visitas. Las barras rojas
son las mismas que en la Figura 4.3a.

Finalmente, y para establecer una comparativa global, en la Figura 4.6 se representan las
SC medias para las cinco frecuencias medidas en la visita basal y final sin correccion y en la
final con correccion. Una simple visualizacién muestra que el cambio que se produce con el
tratamiento es el de interés, mucho mas que el que proporciona la ayuda visual. Este hecho es
de esperar, porque hemos de recordar que dicha correccion no se optimizéd y por tanto los

pacientes portaban la misma prescripcion que en la visita basal.
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Figura 4.6. Valores promedio de SC para las cinco frecuencias espaciales utilizadas. Rojo: visita
basal sin correccion; naranja: visita final sin correccion; verde: visita final con correccion. Las
barras de error indican lo mismo que en las graficas anteriores.
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4.3. Vision cromatica en la visita basal

En la Figura 4.7 se muestran los resultados de las medidas de vision del color en ambos o0jos
de todos los pacientes en la visita basal, utilizando el test de Ishihara. Para una mejor
comprension de los efectos de la RP sobre la vision del color se ha decidido representar el
nimero de ldminas en las que el paciente no es capaz de ver el objeto representado. Es lo que
hemos denominado “numero de fallos” (véase el apartado 2.4.3). Se han separado los ojos que
seran posteriormente inyectados con CMN-MOs (en rojo) y los que no (en azul). Aunque estos
ultimos ya sabemos que no son objeto de este estudio, es interesante comprobar si hay (o no)
diferencias en la vision del color entre ojos contralaterales. En el primer grupo, cuatro tienen
una vision del color normal, pero el resto falld entre 14 y 30 laminas, lo que es un signo palpable
de como puede afectar la RP a la vision del color. Por otra parte, en el grupo de ojos que
recibiran una inyeccion placebo (que se decidi6 de forma aleatorizada centralizada) solamente
hay dos con claros problemas de vision cromética y cuyos ojos contralaterales también los
tienen. Hay que destacar que solamente hay uno de los pacientes (el #1) en el que se ha
encontrado una gran discordancia entre ojos contralaterales. En definitiva, la mitad de los ojos

inyectados presenta inicialmente anomalias en la vision del color.
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Figura 4.7. Numero de fallos en el test de Ishihara. Los datos corresponden a los ojos de todos
los pacientes que posteriormente serian tratados con CMN-MOs (rojo) y a los que recibirian una
inyeccion de placebo (azul).

Para esta visita basal, la Figura 4.8 compara los resultados obtenidos usando el test de
Ishihara y el de Velhagen-Broschmann. Se muestran los datos para los ojos que recibiran las
CMN-MOs. Las diferencias entre ambos métodos oscilan entre 1 y 16, donde el valor maximo
corresponde de nuevo al paciente que mas deficiencia cromatica presentd (el #1). Ademas, y
como es de esperar, tanto los ojos sin deficiencia en la vision del color como los mas afectados

son los mismos con ambos métodos.
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Figura 4.8. Comparacion de los resultados en la visita basal obtenidos con los tests de Ishihara
(circulos rojos) y de Velhagen-Broschmann (triangulos verdes) en los ojos que posteriormente
recibiran la inyeccion de CMN-MOs. Los datos de los simbolos rojos son los mismos que los
de la figura anterior.

4.4. Evolucion de la vision cromatica tras el tratamiento

La Figura 4.9 presenta un ejemplo representativo de la evolucion de la vision del color (test
de Ishihara) en el de ojo inyectado con CMN-MOs de uno de los pacientes (el #5). A pesar de
las pequenas variaciones inter-visita, de forma general se observa una disminucion progresiva

del niumero de fallos con el tiempo que discurre entre la visita basal y la final.
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Figura 4.9. Evolucion temporal del nimero de fallos utilizando el test de Ishihara en el ojo
inyectado con CMN-MOs de uno de los pacientes con RP (#5). Se ha de recordar que en la visita
#1 no se realizo el test del color y por tanto no esté incluida.

La mejora en la discriminacién cromatica con el tratamiento tuvo lugar en todos los ojos
que presentaron deficiencias en la visita basal. Dicha mejora se presenta en la Figura 4.10. La
grafica muestra la diferencia en nimero de fallos entre la visita basal y la final usando las
laminas del test de Ishihara. De esta forma, un valor positivo indica que el paciente ha tenido
menos fallos al realizar el tests en la visita final que en la basal, lo cual va asociado a una mejora

en su vision cromatica. Aunque un valor nulo indica que no ha habido mejoria tras el
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tratamiento, en este caso los ojos con valores mas bajos (#2, #3, #7 y #8) son los que no

presentaban anomalias en la vision del color en la visita basal. Por el contrario, en el paciente

#4 no se observa ninguna mejoria.
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Figura 4.10. Diferencia entre el nimero de fallos (test de Ishihara) entre las visitas basal y final
en los ojos tratados. Un valor positivo indica una mejora en la discriminacién cromatica.

El uso del test de Velhagen-Broschmann arrojo resultados similares sin diferencias

significativas comparado con el de Ishihara en ambas visitas. En la Figura 4.11 se comparan,

los valores medios del nimero de fallos para ambos tests, tanto en la visita basal como en la

final. En media, con ambas pruebas se observa la mejora en la vision cromatica tras el

tratamiento con CMN-MOs, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.29

y 0.26, respectivamente).
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Figura 4.11. Valores medios de nimero de fallos usando el test de Ishihara (barras rojas) y el
de Velhagen-Broschmann (barras verdes) entre las visitas basal y final en los ojos tratados.
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4.5. Discusion

4.5.1. Sensibilidad al contraste

En 1972 Bodis-Wollner introdujo las medidas de SC en la practica clinica para comparar la
curva de SC entre pacientes con ciertas patologias oculares y sujetos normales [Bodis-Wollner,
1972]. A dia de hoy y ya pasados 50 afios de aquello, no se entiende un examen visual completo
sin medidas de SC, en particular en pacientes que presentan cualquier tipo de patologia
retiniana.

Los test de SC aportan informacion, no sélo sobre resolucion visual, sino también sobre el
comportamiento del sistema visual a bajas frecuencias espaciales. De hecho, ya desde las
primeras medidas en entornos clinicos se encontraron anomalias en las frecuencias espaciales
bajas en ojos glaucomatosos [Atkin, 1979] y en las altas en pacientes con diferentes
maculopatias [Sjostrand, 1977].

En pacientes con RP, Wolkstein et al. reportaron curvas de SC (medidas con patrones de
franjas senoidales [Arden, 1978]) por debajo de las correspondientes a sujetos sanos en las que
las pérdidas en las zonas de altas frecuencias eran mas acusadas [Wolkstein, 1980]. Usando la
misma técnica en un grupo de 11 pacientes con RP, la reduccion de la SC fue independiente de
la AV, pero resultd ser dependiente del grado de patologia, yendo desde valores normales en
casos de RP moderada con vision periférica funcional, hasta pérdidas elevadas cuando la RP
era severa [Hyvérinen, 1981]. Al comparar un grupo mas numeroso de pacientes con RP (N=40
con AV>0.5) con uno control (N=30), los primeros mostraron una bajada sustancial en la SC
especialmente a altas frecuencias [Lindberg, 1981].

En lugar de usar test de franjas, Spellman et al. usaron el test de letras de Regan para SC
[Spellman, 1989] en 14 pacientes con RP y 14 con vision normal de edades similares. A pesar
de que los primeros no fueron capaces de identificar letras con contrastes medios y bajos,
concluyeron que este tipo de test tiene unas prestaciones limitadas. Posteriormente se uso el test
de SC de Pelli-Robson para examinar la relacion entre la AV foveal y la SC para optotipos con
“letras grandes” en pacientes con RP (N=20) y controles (N=15) también con edad similar
[Alexander, 1995]. En el grupo con patologia se encontrd una relacion significativa entre la
pérdida de AV y la bajada de SC. En el grupo control, la variabilidad entre sujetos fue mucho
mas alta, tanto para la SC como para la AV. Otro estudio en 53 ojos de 30 pacientes con RP
encontro una correlacion entre la AV a frecuencias de 1.5, 3.0 y 6.0 ciclos/grado, que no existia
para 12.0 y 18.0 ciclos/grado [Akeo, 2002]. El seguimiento clinico de 103 pacientes con RP en

diferentes visitas dejo patente el hecho de que las medias de SC (con el test de Pelli-Robson en

76



este caso particular) son determinantes para mejorar el diagndstico en la progresion (o no) de
la patologia [Iodha, 2004].

El presente estudio es coherente con dichas publicaciones, puesto que nuestro pequefio
grupo de pacientes con RP también presenta una baja SC notablemente por debajo de la
correspondiente a personas sanas. Como ejemplo pueden compararse los valores de la visita
basal de la Figura 4.1 con los de la Tabla 2.3. Ademas, teniendo en cuenta los resultados de AV
presentados en el Capitulo 3, no se ha encontrado ninguna relacion entre las AV basales y la
SC para ninguna de las frecuencias espaciales. Esto estd en linea con lo encontrado por algunos
autores a altas frecuencias [Hyvirinen, 1981; Akeo, 2002], pero contrasta con lo reportado por
otros [Alexander, 1995]. En cualquier caso es dificil comparar directamente estudios en los que
varia el tamafio de la muestra, la edad de ésta o la etapa en la que se encuentra la patologia,
entre otros.

Es de sobra conocida la mejora en la SC con la correccion visual en sujetos sanos [Villegas,
2002; Sapkota, 2020]. Puesto que la SC es menor con la presencia de patologias retinianas
[Atkin, 1979; Ortiz, 2010; Pagon, 1988; Sjostrand, 1977], el uso de mecanismos de aumento
del contraste favoreceria la actividad diaria de los pacientes. Sin embargo, en el presente estudio
la correccidn inicial con gafa no conduce a una mejora significativa en la SC, lo cual puede ser
razonable, ya que dicha correcciéon visual uUnicamente estd prescrita a partir de una
maximizacion de la AV con alto contrate.

Por otra parte, mas recientemente se han comparado los resultados de SC en pacientes con
RP (N=22) en condiciones de iluminaciéon mesopicas y escotdpicas utilizando un test de Pelli-
Robson. Se report6é una mayor reduccion de la SC en condiciones mesopicas con respecto a las
fotopicas, lo que se relacion6 con la ausencia de la funcion escotopica de los bastones
perifoveales de la retina [Bittner, 2020]. Nuestras medidas se realizaron en condiciones
fotopicas y el protocolo clinico no incluia medidas con diferentes niveles de iluminacion.

Puesto que la respuesta temporal a los cambios de contraste depende de la cinética de
recuperacion de los bastones, el analisis espaciotemporal de la SC puede ser una herramienta
rapida y apropiada para el diagndstico temprano en patologias de degeneracion retiniana y mas
concretamente para evaluar la alteracion funcional de los bastones. Esta disfuncion se suele
medir utilizando electro-retinogramas y medidas de campo visual periférico, pero raramente
con test de SC. Asi, Pulos y colaboradores reportaron que la SC en los pacientes con RP (N=8)
es menor que en sujetos normales (N=13) para todas las frecuencias espaciales y temporales
analizadas [Pulos, 1988]. Ademas, experimentos en un modelo animal de ratéon transgénico

indican que medidas de SC temporal son ttiles en la deteccion temprana de disfunciones en los
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bastones asociadas a diferentes enfermedades degenerativas de la retina, en particular la RP
[Pasquale, 2021].

De forma similar a como ya se expuso con la AV, la clave de este trabajo es analizar si la
inyeccion de CMN-MOs es capaz de producir una mejora en la SC tras el tratamiento. Aunque,
la evolucion temporal de cada paciente es diferente (Figura 4.2), se ha encontrado un aumento
en la SC entre la visita final y la basal (Figuras 4.3 y 4.4). Como es de esperar, el porcentaje de
mejora depende a su vez de la frecuencia espacial. Aunque los valores siguen estado en el rango
de valores patologicos (o en el limite), los resultados muestran que el tratamiento en este grupo
de pacientes mejora la SC y por tanto podria frenar la progresion de la patologia al menos
durante ese periodo de 1 afo.

Estos resultados, aunque muy positivos para el ensayo clinico, no se han podido comparar
con otros estudios de estas caracteristicas, puesto que no se han encontrado medidas de este
tipo en las fuentes bibliograficas consultadas. Solamente Akeo ef al. han mostrado una mejora
enlaSCa3.0, 6.0, 18.0 ciclos/grado en pacientes con RP usando Idebenona (droga con potente
accion antioxidante empleada en el tratamiento experimental de enfermedades

neuromusculares), que poco o nada tiene que ver con el presente tratamiento [Akeo, 1993].

4.5.2. Vision cromatica

Desde el punto de vista de la salud visual, el conocimiento y analisis de las afecciones
cromaticas es esencial para entender el funcionamiento del sistema visual. En presencia de
patologias retinianas, estas anomalias en la vision del color se hacen cruciales, especialmente a
la hora de establecer diagndsticos clinicos y prestar ayuda eficiente a los pacientes.

La RP es una de las patologias en las que las anomalias cromaticas son prevalentes, puesto
que se produce una pérdida progresiva tanto del nimero de fotorreceptores, como de la funcién
fisiologica de éstos [Berson, 1994; Merin, 1976]. Para detectar defectos en la vision del color
se suelen utilizar test clinicos visuales especificos que esencialmente son versiones
simplificadas de métodos psicofisicos [King-Smith, 1991]. En el presente trabajo se ha utilizado
tanto el test de Ishihara como las ldminas de Velhagen-Broschmann. El primero de ellos consta
de una serie de laminas donde aparecen un conjunto de circulos de distintos colores y tamafio
con un patrén o niimero que el paciente debe reconocer. El segundo es similar y estd formado
también por circulos de distintos tamanos que “esconden” letras y numeros que el paciente debe
distinguir del fondo. Estas laminas permiten diferenciar entre distintos tipos de deficiencias en

la vision de los colores, aunque son particularmente adecuadas para diagnosticar deficiencias
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en el azul y el rojo-verde [Kuchenbecker, 2010]. Ninguno de los dos métodos requiere un coste
excesivo de inversion ni calibracion alguna.

Desde hace tiempo se sabe de las deficiencias en la vision del color en pacientes con RP
[Fishman, 1981; Weleber, 1994; Young, 1980]. Sin embargo, aunque la deteccion del tipo de
perdida no es directa, diferentes técnicas han ayudado en la discriminaciéon. Omar y
colaboradores compararon los resultados de un test de parpadeo umbral (de su término en
inglés, flicker threshold test) y uno de laminas pseudo-isocromaticas estandar en un grupo de
21 pacientes con RP y 21 control (edad y sexo similares entre ambos grupos). Aunque ambas
pruebas fueron capaces de determinar deficiencias tanto azul-amarillo como rojo-verde en los
pacientes con RP, el primero de ellos fue mas efectivo (de acuerdo a una serie de pardmetros
planteados por los autores) [Omar, 2005]. Concluyen que con RP no hay diferencias
significativas de pérdida de sensibilidad cromatica entre las diferentes zonas del espectro
visible, pero que dicha deficiencia se hace mas evidente con el progreso de la patologia, hecho
que ya se habia reportado anteriormente [Tyler, 1984].

Pinckers et al. analizaron el efecto del edema macular cistoide de pacientes con RP sobre
la vision de color. Este tipo de edemas se produce por la acumulacion de fluido intrarretiniano
en la macula que da lugar a imégenes quisticas. El estudio reporta que este tipo de edema afecta
a la AV pero no a la visiéon del color [Pinckers, 1993]. En esencia la aparicion del edema es
inversamente proporcional al aumento en las deficiencias cromaticas.

Knighten y colaboradores utilizaron el test de Farnsworth D-15 (formado por fichas de
colores numeradas donde el paciente debe ordenarlas segin las tonalidades de color) para
clasificar y cuantificar la vision del color en pacientes con RP. Encontraron relaciones
significativas entre la AV y varios parametros experimentales de medida de la anomalia a la
vision del color. Concluyen que este test puede utilizarse como método de medida para
deteccion de RP en etapas tempranas [Knighten, 2014]. Mas recientemente, utilizando el test
de Farnsworth, Tortajada y Valverde han mostrado que la anomalia cromatica azul-amarillo es
la prevalente en sujetos jovenes que padecen RP, pero que no todos ellos manifiestan
deficiencia cromatica [Tortajada, 2020].

Entre los pacientes con RP involucrados en el presente estudio cuatro de ellos no
presentaron deficiencias en la vision del color, hecho que coincide con lo reportado por
Tortajada y Valverde [Tortajada, 2020].

Las pruebas de vision cromatica realizadas en este ensayo clinico no tenian como objetivo
analizar en qué zonas del espectro tiene lugar la deficiencia, sino mas bien estudiar si tras el

tratamiento tiene lugar una mejoria en la vision cromatica del paciente. Los resultados muestran
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que en el transcurso de un afio tras la inyeccion intravitrea de las CMN-MOs, solamente en uno
de los ojos no se produce mejoria (paciente #4). Hay que destacar también que, durante este
tiempo los 0jos sin anomalias en la vision del color permanecen como tal, lo cual podria ser un

signo de que el tratamiento contribuye a la estabilidad de la afectacion retiniana.
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CAPITULO

Resultados II1. Espesor retiniano medido
con OCT

En este capitulo se muestran y analizan los resultados correspondientes a las medidas del
espesor retiniano en la zona macular, donde se analizaran el subcampo central (i.e. zona foveal
central) y el periférico (i.e. anillo parafoveal que la rodea). Se ha utilizado el sistema comercial
de imagen OCT ya descrito. También se analizara el espesor de la capa de fibras nerviosas que
rodean la cabeza del nervio optico. De forma similar a lo expuesto en los capitulos precedentes,
se analizaran los posibles efectos de la inyeccion de CMN-MOs en las visitas sucesivas. Las
variaciones en los espesores de las distintas zonas estudiadas permitiran estimar el efecto del
tratamiento. Como ya se indicé en la seccion de Métodos, se consideran normales los espesores
en el rango [250, 300] um para la fovea central y [300, 350] um para la zona parafoveal.
Ademas, puesto que se ha utilizado el software incluido en el propio instrumento, como criterio
general para este trabajo se ha considerado que los espesores se mantienen constantes cuando

la variacion encontrada es menor de un +£5%.
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5.1. Espesores foveal y parafoveal en la visita basal

La Figura 5.1 presenta los valores individuales de espesor foveal de todos los pacientes
medidos en la visita basal. Los datos corresponden a los ojos que seran posteriormente
inyectados con CMN-MOs. Se puede observar la variabilidad inter-individual, con espesores

que van desde 155 a 509 pum.
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Figura 5.1. Espesores de la fovea central medidos con OCT en la visita basal en los ojos que
posteriormente se inyectaron con CMN-MOs.

A modo de ejemplo, la Figura 5.2 muestra la distribucion zonal de espesores proporcionados
por el instrumento correspondientes a los pacientes #6 y #8, con espesor central normal (281

um, sombreado en verde) y anémalo (509 um, sombreado en rojo), respectivamente.

(b)
Figura 5.2. Distribucién zonal de espesores medidos en la visita basal para los pacientes #6
(a) y #8 (b). El valor central es el representado en la grafica de la Figura 5.1.

Asi, 2 de los 8 ojos con RP estan notablemente por encima del rango considerado como
normal. Yendo un paso mas alla y analizando las imagenes OCT, se pueden apreciar que dichos

ojos presentan edemas centrales, como muestra el ejemplo la Figura 5.3b.
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(a) (b)
Figura 5.3. Imagenes OCT de dos pacientes (#6 (a); #8 (b)) involucrados en el estudio y
registradas en la visita basal. Se puede apreciar un grosor normal en (a) y la presencia de un
edema macular en (b).

De forma similar, en la Figura 5.4 se presentan los espesores parafoveales para los mismos
ojos que en la Figura 5.1. Para esta zona, los valores se situaron en el rango entre 250 y 363
um, lo que implica que solamente 2 ojos se pueden considerar que estan dentro de la

“normalidad”, atendiendo al criterio ya citado.
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Figura 5.4. Valores de espesor parafoveal obtenidos en la visita basal en los ojos
posteriormente inyectados de los 8 pacientes.

En el mapa zonal de espesores para el paciente #5 (Figura 5.5) se puede observar cémo el
anillo de la zona parafoveal estd marcado en rojo, lo que es indicativo de que el espesor retinano
en esa zona puede estar asociado a cierta patologia. Sin embargo, la zona foveal central

corresponde a un valor normal (color verde central).

Figura 5.5. Distribucion zonal de espesores retinianos en el paciente #5 medidos en la visita
basal. Mientras que la zona foveal central corresponde a valores normales, la parafoveal no.
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Para completar la informacion recabada en la visita basal, en la Figura 5.6 se recogen los
valores del “cubo macular” (véase el apartado 2.5.2) que integra una zona macular de 6x6 mm?.
Es una zona de mayor extension donde el valor obtenido tiene en cuenta tanto la zona central
foveal como la periférica. Para los 8 pacientes con RP, los valores proporcionados por el propio
software del instrumento estan entre 226 y 293 pum. Teniendo en cuenta que una retina se
considera normal si los espesores para este protocolo de medida estan en la horquilla [265, 300]

um, esto implica que para este parametro, s6lo 3 ojos estdn en ese rango.
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Figura 5.6. Valores de espesor en el cubo macular (i.e. parametro “estandar”) en la visita basal,
para todos los ojos de los 8 pacientes inyectados posteriormente.

5.2. Evolucion del espesor foveal central tras la inyeccion

5.2.1. Espesor foveal central

Tras la inyeccion de CMN-MOs se registraron imagenes OCT en 9 visitas en los intervalos
de tiempo ya descritos en el Capitulo 2. Las imagenes OCT correspondientes a la visita final
tras el tratamiento en los mismos pacientes que se mostraron anteriormente se pueden observar

en la Figura 5.7.

(a) (b)
Figura 5.7. Imégenes OCT en los pacientes #6 (a) y #8 (b) registradas en la visita final. En (a)
se puede apreciar que al afio de la inyeccion, el grosor ha permanecido practicamente constante
(Figura 5.3a) y que en (b) persiste el edema macular, aunque se ha reducido de forma moderada
con respecto a la visita basal (Figura 5.3b).
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La evolucion temporal del espesor foveal central en uno de los pacientes que presentaba
edema macular (#8) se muestra en la Figura 5.8, donde se observa una disminucion progresiva
del edema. En particular se reduce de 509 a 447 um, lo que representa un 12%. A pesar de esto,

el edema persiste claramente (véase la Figura 5.7b).
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Figura 5.8. Evolucion del espesor foveal central en el ojo inyectado de uno de los pacientes
(#8) que sufre de RP y presenta edema macular en la visita basal.

Por el contrario, en el paciente de la Figura 5.9 (#5) que mostraba valores normales en la
visita basal, el espesor central practicamente se mantiene constante durante el transcurso del
ano que dura el ensayo. Esto es importante puesto que la patologia, al menos en términos de

espesor foveal central, no ha emporado durante ese periodo de tiempo.
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Figura 5.9. Evolucion temporal de los valores de espesor foveal central en el ojo inyectado con
CMN-MOs del paciente #5.

Estos dos comportamientos son los que se han encontrado en todos los ojos inyectados salvo
en uno de ellos (#7) donde ha aumentado de 325 a 355 um entre la visita basal y el final del
ensayo. Al final del tratamiento 5 de los 8 0jos muestran valores de espesor foveal central dentro

del rango considerado como normal. La Figura 5.10 agrupa, para todos los pacientes, los
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cambios en % de dicho espesor, cuando se comparan los obtenidos en la visita final con los de

la basal. Los valores oscilan entre un -12 y un 9%.
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Figura 5.10. Cambios en el espesor foveal central (en %) al finalizar el tratamiento con
inyeccion de CMN-MOs comparados con los valores de la visita basal.

5.2.2. Espesor parafoveal

Como ejemplos representativos, en la Figura 5.11 se presenta la evolucién del espesor
parafoveal durante el tiempo que dura el ensayo en los ojos tratados de dos pacientes (#6 y #8).
Mientras que en uno de los ojos el espesor se reduce (#8), en el otro se mantiene practicamente
constante (#6). Esto dos tipos de comportamiento son similares a los reportados en el apartado

anterior para la fovea central.
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Figura 5.11. Evolucion temporal entre las visitas basal y final del espesor parafoveal en el ojo
inyectado de dos pacientes (#8, rojo; #6, magenta).

La Figura 5.12 presenta los valores individuales de espesor parafoveal de todos los pacientes
medidos en la visita final. Tras el tratamiento, los espesores van desde un minimo de 237 um
hasta un maximo de 390 um. De los 8 ojos involucrados, solo 3 estan en rango “normal” al afio

de haber recibido la inyeccion de CMN-MOs.
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Figura 5.12. Espesores parafoveales medidos a partir de las imagenes OCT de la visita final en
todos los pacientes.

Los cambios (en %) en los espesores parafoveales entre la visita final (Figura 5.12) y la
basal (Figura 5.4) para los 8 ojos del estudio se han representado en la Figura 5.13. Los valores

estan en el rango entre un -10 y un 7%.
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Figura 5.13. Cambios en el espesor parafoveal (en %) resultado de comparar los valores al
finalizar el tratamiento y los obtenidos en la visita basal.

5.2.3. Espesor estandar (cubo macular)

En la Figura 5.14 se muestran, para todos los ojos inyectados, el valor del espesor retiniano
en el cubo macular en la visita final. Como cabe esperar, la evolucion entre esta visita y la basal
sigue las mismas tendencias que en dos apartados anteriores. Asi, al acabar el ensayo, los
espesores se sittian el rango entre 214 y 295 um, con lo cual 5 de los 8 ojos inyectados se
podrian considerar como normales utilizando este pardmetro.

Las diferencias (en %) de estos espesores entre la visita final y la basal se presentan en la
Figura 5.15 y se situan entre un -18 y un 24%. La grafica muestra que en 6 de los 8 ojos (75%)
el espesor retiniano estdndar permanece practicamente constante (£5%) y en uno de ellos se

reduce casi un 20%. Sin embargo, en uno de los pacientes (#7) hay un incremento que pasa de
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226 um (inferior al minimo considerado normal) a 280 pum (dentro del intervalo de

“normalidad”).
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Figura 5.14. Espesores del cubo macular en la visita final para los ojos inyectados.
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Figura 5.15. Cambios (en %) en el espesor estandar al comparar la visita final con la basal.

La evolucion de este paciente #7 visita a visita se presenta en la Figura 5.16, junto con la de

otro (#3) en el que el espesor se mantiene aproximadamente sin cambios entre las visitas basal

y final.
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Figura 5.16. Evolucion temporal del espesor del cubo macular tras la inyeccion intravitrea de
CMN-MOs en dos pacientes (#7, rojo; #3, magenta).
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5.3. Evolucion del espesor de la capa de fibras nerviosas en la papila

Como ejemplo, para uno de los pacientes con RP (#5), la Figura 5.17 presenta las imagenes
OCT de la papila de ambos ojos correspondientes a la visita basal, junto con los perfiles de
espesor de la capa de fibras nerviosas alrededor de dicha cabeza del nervio optico (véase

apartado 2.5.2). En este caso, el ojo que fue sometido a tratamiento y analizado en este trabajo

fue el OD.

Figura 5.17. Imagenes OCT de la cabeza del nervio optico del paciente #5. En la parte central
se muestra el perfil de espesor retiniano en la zona peripapilar (véase Figura 2.20).

La Figura 5.18 muestra, para las visitas basal y final, el espesor de la capa de fibras nerviosas
alrededor de la cabeza del nervio optico en todos los ojos tratados con CMN-MOs. En la visita
basal dichos espesores van desde 90 a 149 um. Teniendo en cuenta el rango considerado como
normal desde el punto de vista clinico ([81, 110] um), la mitad de los ojos inyectados con CMN-

MOs se situan dentro de estos valores.
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Figura 5.18. Espesor de la capa de fibras nerviosas que rodean la papila medidos en la visita
basal (circulos) y en la final (triangulos).

En lo que respecta a la visita final, los espesores estuvieron en el intervalo [99, 152] um. Esta
Figura 5.18 permite ademds una comparacion directa de las dos visitas, lo que aporta
informacion sobre el efecto de las CMN-MOs. Se puede observar que en todos los 0jos menos
en uno (#6) el espesor de la capa de fibras nerviosas aumenta o se mantiene. La evolucién
temporal de este sujeto #6 para cada visita, junto con la de otro representativo (#3) se pueden
ver en la Figura 5.19. Mientras que en el primero (#6, simbolos rojos) el espesor se reduce de

117 2 99 um, en el segundo (#3, simbolos magenta) aumenta de 103 a 118 um.
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Figura 5.19. Evolucion temporal del espesor de la capa de fibras nerviosas peripapilares tras la
inyeccion intravitrea de CMN-MOs en dos pacientes (#6, rojo; #3, magenta).

5.4. Discusion

A dia de hoy la OCT es una de las herramientas mas potentes utilizadas en la practica
clinica. Desde su invencion en 1991 [Huang, 1991] sus aplicaciones no han hecho mas que
crecer, puesto que la mejora en la calidad de las imagenes que proporciona ha llevado a un
aumento de la resolucion a pasos agigantados. La facilidad para interpretar las imagenes OCT
y la informacion 1til que se obtiene de ellas han cambiado las estrategias de diagnodstico usadas
por los oftalmélogos. Las medidas morfologicas no invasivas de la zona macular y en particular
la posibilidad de medir espesores retinianos hace que esta técnica sea de gran utilidad en el
diagnostico en pacientes con distintos tipos de patologias retiniana y en especial en aquellos
que padecen RP [Mitamura, 2012].

Con la RP tiene lugar una muerte progresiva de fotorreceptores que llevaria a un
adelgazamiento de la retina que puede medirse con OCT. Sin embargo, esta apoptosis puede
que no produzca ninguna alteraciéon en la zona macular o por el contrario que no llegue a
producir un edema o incluso atrofia macular [Lupo, 2011]. Algunos estudios han reportado que
entre el 10% y el 20% de los pacientes con RP sufren edema macular [Fishman, 1977a;
Fishman, 1977b]. Aunque la presencia de este edema va asociada a una reduccion en la AV, su
tratamiento y posible resolucion no siempre trae consigo un incremento en la AV [Sandberg,
2008]. La localizacion predominante de este tipo de edemas es la capa nuclear interna de la
zona parafoveal [Yeo, 2020].

En nuestra muestra de 8 pacientes, 2 de ellos presentan edema macular (#2 y #8), no so6lo
en el ojo tratado con CMN-MOs sino también en el contralateral (no incluido en este estudio
clinico). Estos ojos tienen los valores de AV mads bajos encontrados (0.13 -véase los resultados

de AV del Capitulo 3-).
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Gran variedad de estudios se han centrado en analizar la morfologia de la retina en ojos con
RP utilizando OCT y relacionandolo con diferentes pardmetros visuales. Sin embargo, no todos
son coincidentes. Sandberg ef al. relacionaron tanto la reduccion de espesor (debido a la pérdida
de células) como el aumento (debido la presencia de edema) en pacientes con RP con baja AV
[Sandberg, 2005]. Por su parte, Witkin y colaboradores también reportan una reduccion en el
espesor de la capa de fotorreceptores en retinas con RP [Witkin, 2006], pero no encontraron
diferencias significativas entre el espesor foveal central en pacientes normales y con RP, aunque
si una relacion moderada entre este parametro y la AV. Algunos autores han propuesto incluso
el espesor macular (o que en este trabajo hemos denominado espesor estdndar) como un
método objetivo de diagndstico de RP [Tamaki, 2011].

Por otra parte, en pacientes con RP y AVs mayores de 0.5 se encontrd que el espesor foveal
central estd relacionado de forma significativa con la SC y con la vision del color [Yioti, 2012].
Sin embargo, otros autores no encontraron ninguna relacion entre los parametros medidos a
partir de imagenes OCT y la AV [Oishi, 2012]. Teniendo en cuenta los valores de AVs basales
mostrados en el Capitulo 3 y representandolos frente a los espesores foveales de la Figura 5.1,
no se ha encontrado ninguna relacion significativa entre ambos.

En pacientes con RP, las deficiencias o pérdidas en la integridad/continuidad de la capa de
fotorreceptores que visualiza la OCT y las reducciones en el espesor retiniano se
correlacionaron con la AV obtenida con la mejor correccion [Matsuo, 2007] y con la progresion
de la patologia [Hood, 2011a; Mitamura, 2012]. Cuando la retina con RP conserva intacta la
zona central pero no la periférica se producen disrupciones en diferentes capas de la retina que
van de la févea hacia el area parafoveal [Hood, 2011b]. Por todo ello, el uso de la OCT junto
con otras pruebas clinicas (oftalmolédgicas y/o optométricas) es fundamental para el diagnéstico
del avance (o no) de la RP.

Entre los pacientes del presente estudio, solamente dos de ellos presentan valores
considerados normales, tanto en la fovea central como en la parafoveal en la visita basal
(Figuras 5.1 y 5.4). El nimero sube a tres si tenemos en cuenta el valor del cubo macular,
aunque es de interés destacar que todos los demds ojos tienen un espesor por debajo de la
normalidad. Esto esta en linea con los resultados de la literatura citados arriba, pues con RP la
retina puede, bien presentar edema, bien ver reducido su espesor por pérdida celular.

En cuanto a la capa de fibras nerviosas de la cabeza del nervio Optico, 4 de los 8 ojos estan
por encima del intervalo considerado normal. Este dato es también coherente con lo reportado
por Anastasakis et al. que encontrd que con RP el espesor de la capa de fibras peripapilares

puede ser mas grueso, menos o permanecer igual que en una retina sana [ Anastasakis, 2012].
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Por otra parte, tras la inyeccion de CMN-MOs, hemos de analizar sus posibles efectos en
términos de espesor retiniano medido con OCT. Entre la visita basal y la final, la fovea central
de todos los o0jos basicamente mantiene su grosor o se reduce (salvo en el paciente #7 donde
hay un aumento del 9%). La reduccion corresponde a uno de los pacientes con edema, en el que
a pesar de reducirse en un 12%, estd aun lejos de desaparecer (véase Figura 5.7b). Para el
espesor parafoveal, el comportamiento es similar. Aunque al final del ensayo algunos espesores
se siguen considerando como patoldgicos, estos resultados muestran el beneficio que aporta el
uso de la inyeccién intravitrea en términos de ralentizar/frenar (al menos durante 1 afio) la
disminucion de espesor retiniano como consecuencia de la pérdida de fotorreceptores.

Hay que indicar que desde el punto de vista oftalmoldgico la disminucion del edema es
beneficiosa, pero también en algunos casos el aumento del grosor retiniano sin llegar a producir
edema lo puede ser.

En un ensayo clinico en fase 1 realizado en 5 pacientes (3 de ellos con RP y sin edema) se
utilizaron imagenes OCT registradas a intervalos temporales de 1, 7, 13, 18, 22 y 40 semanas
tras una Unica inyeccion de CMN-MOs [Siqueira, 2011b]. El parametro usado fue el espesor
macular central proporcionado por el propio instrumento (OCT Stratus Model 3000; Carl
Zeiss), calculado como un promedio en una zona circular de 1 mm de didmetro centrada en la
foveola. Los valores estuvieron en el rango [51, 169] um (variabilidad inter-individual elevada)
y no se observaron cambios significativos durante todo ese tiempo. Los autores afirmaron que
quizas este parametro no sea lo suficientemente preciso para el corto tiempo que dur6 el estudio.
El ensayo clinico de nuestro trabajo ha durado un afio y los resultados obtenidos en los pacientes
sin edema son comparables a los reportados por Siqueira y colaboradores.

Los autores realizaron otro ensayo posteriormente (fase 2) en el que estudiaron el caso de
un paciente con RP y edema macular [Siqueira, 2013]. El edema habia comenzado 2 afios antes
y a pesar del tratamiento estdndar usado, el paciente no habia tenido ninglin signo de mejora.
La inyeccion con CMN-MOs consigui6 resolver el edema completamente a la semana (el
espesor foveal medido con OCT se redujo de 335 a 246 um) y el resultado se mantuvo durante
un mes. Este resultado difiere de lo obtenido aqui, donde en un paciente se reduce el espesor y
en el otro permanece practicamente estable. Si bien es cierto, que los datos numéricos no son
directamente comparables, hay que tener en cuenta que los grosores iniciales de los edemas del
presente trabajo eran mucho mayores, 448 y 509 um, y el del citado, 335 um.

En el estudio de Satarian et al. en 3 pacientes con RP avanzada, las OCTs (Spectralis,

Heidelberg Engineering) tras la inyeccion células madre mesenquimales se tomaron a los 3, 6
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y 12 meses. Midieron los espesores de la zona macular y peripapilar, ademas del espesor
coroideo sub-foveal [Satarian, 2017]. En la visita basal, la OCT mostr6 un adelgazamiento
severo de la zona central de la mécula, pérdida de fotorreceptores, atrofia de la retina externa y
una notable reduccion tanto del espesor de las fibras nerviosas que rodean la papila como del
grosor coroideo central. El analisis de las imagenes OCT tomadas en los tiempos marcados tras
el tratamiento no se observaron cambios en los espesores en ninguna de las zonas de interés.
Un resultado similar se ha reportado en un ensayo mas reciente [Siquiera, 2021].

En este punto es interesante destacar que usando el pardmetro clinico definido como espesor
estandar o cubo macular el diagndstico es mas prometedor: en 6 de los 8 ojos estudiados, las
CMN-MOs hacen que el grosor de la retina permanezca basicamente estable. Sin embargo, esta
Tesis Doctoral no tiene como objetivo encontrar el mejor parametro para demostrar que la
técnica funciona sino, analizar los resultados de forma objetiva para arrojar un poco mas de luz
sobre la técnica y su posible aplicabilidad. Teniendo en cuenta que la RP lleva a una reduccion
progresiva del espesor retiniano y que en nuestros pacientes no ha habido un empeoramiento
sistematico durante el tiempo que ha durado el ensayo, esto da muestras del posible éxito de la
técnica.

El analisis de los resultados de la capa de fibras nerviosas peripapilares conduce a una
conclusion similar. Sin embargo, como ya se ha apuntado anteriormente la escasez de
publicaciones con este tipo de ensayos (o similares) limita las comparaciones y discusiones,

que de otra forma podrian ser mas extensas y criticas.
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CAPITULO

Resultados IV. Microperimetria

En este ultimo bloque de resultados se presentan los que corresponden a las medidas de
microperimetria (i.e., sensibilidad retiniana en la zona macular). Se comienza con los datos
basales obtenidos en la primera visita para, a continuacion, analizar los cambios que se
producen tras la inyeccion de CMN-MOs, durante el periodo que dura el estudio. Estas
variaciones de sensibilidad macular se mediran en términos de los 3 parametros ya definidos
en el Capitulo 2: el umbral retiniano o umbral promedio (AT, Averaged Threshold), la
integridad macular (MI, Macular Integrity) y la estabilidad en la fijacion (FS, Fixation
Stability). Para AT, los valores considerados normales estdn entre 36 y 28 dB, los
sospechosos entre 27 y 26 dB, y los patologicos entre 25 y 0 dB. En el caso de la MI, los
rangos son respectivamente [0, 40], [41, 60] y [61, 100] %. En la FS, se considera normal o
estable un valor P1 entre 100 y 75%, sospechoso patologico si P1 es menor del 75% y P2 es

mayor del 75% y valor anormal o inestable cuando P2 es menor al 75%.
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6.1. Microperimetria en la visita basal

La Figura 6.1 muestra los valores individuales de umbral retiniano de todos los pacientes
medidos en la visita basal. Aunque ya se dicho en repetidas ocasiones que los ojos que
recibieron placebo no fueron objeto de este ensayo clinico, aqui se han representado ambos
ojos de cada paciente: los que serdn posteriormente inyectados con CMN-MOs (en rojo) y
aquellos que llevaran placebo (en azul). No se han encontrado diferencias significativas entre
ojos contralaterales, lo cual deja constancia de que una posible mejora tras la inyecciéon no
dependera de que se inyecte un ojo u otro. Aunque existe cierta variabilidad entre los sujetos
(valores entre 1.3 y 25.1 dB), en esta visita basal todos los valores umbral estan en el rango
considerado como patoldgico y por tanto tienen afectada la sensibilidad retiniana en la zona

macular por estar afectados de RP.
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Figura 6.1. Valores de umbral retiniano en ambos ojos de todos los pacientes involucrados en
el estudio. Los simbolos rojos corresponden a los 0jos que posteriormente se inyectaron con
CMN-MOs y los azules a los que recibieron placebo.
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Figura 6.2. Valores de integridad macular en la visita basal para los 8 0jos que seran tratados
con CMN-MOs.

Los valores de integridad macular para la visita basal estan representados en la Figura 6.2.

Solamente se presentan los ojos que forman parte del estudio, porque los contralaterales
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tuvieron un comportamiento similar, sin diferencias significativas. La variabilidad para este
parametro es menor que para el umbral, pues los valores estan entre el 92 y el 100%. Este
rango es de nuevo patoldgico, hecho coherente con lo expuesto en la figura anterior para el
umbral retiniano, es decir, todos los ojos incluidos en el estudio tienen alterada la sensibilidad
retiniana en la zona macular.

Dos ejemplos representativos de mapas de sensibilidad se presentan en la Figura 6.3.
Mientras que uno de ellos tiene un umbral de 1.3 dB (paciente #5) en el otro el valor es de
20.4 dB (paciente #8), siendo ambos patologicos. La diferencia entre dichos valores también
se puede observar de forma cualitativa en los colores de la distribucion de puntos. Para una
mejor comparacion, se han incorporados las escalas de colores tanto para el umbral de

sensibilidad, como para la integridad macular.

Macular Integrity _ SUSPECT
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Figura 6.3. Imagenes de fondo de ojo y mapas de sensibilidad retiniana (superpuestos),
registrados en la visita basal, en dos ojos de pacientes con RP, #5 (a) y #8 (b). Debajo de cada
par de imagenes se han incluido las escalas de color para el indice de integridad macular
(escala superior) y para el umbral de sensibilidad (escala inferior).

En la Figura 6.4 se muestra la relacion entre el umbral de sensibilidad retiniana y el

espesor foveal central medido con OCT en la visita basal (Capitulo 5). Se ha encontrado una
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correlacion lineal significativa entre ambos parametros (R=0.74, p=0.01), que también existe
para el espesor parafoveal (R=0.66, p=0.04). Por el contrario, la AV de los pacientes en esta

visita basal no esta correlacionada con la sensibilidad.

600

500

400

300

200

Espesor Foveal (Lm)

100

0 ‘ ‘ ‘ -
0 5 10 15 20 25 30
Umbral promedio (dB)

Figura 6.4. Valor del espesor foveal central (EF) medido con OCT, en funcién del umbral de
sensibilidad retiniana (AT) para todos los ojos que seran inyectados. La linea corresponde al
mejor ajuste lineal (EF=10.86*AT+146.74).

6.2. Evolucion de la microperimetria tras la inyeccion

Tanto el umbral de sensibilidad como la integridad macular se midieron en las visitas
sucesivas que se realizaron tras la basal. Los intervalos temporales se pueden consultar en la
Tabla 2.2. La Figura 6.5 presenta, para dos pacientes, los valores individuales de umbral
retiniano de sensibilidad en las diferentes visitas. Aunque se han escogido dos pacientes al
azar el comportamiento a lo largo del tiempo que dura el tratamiento es similar: en unos 0jos
la sensibilidad mejora ligeramente, mientras que en otros se mantiene estable. Es de interés
destacar que esta prueba es muy exigente para este tipo de pacientes, por lo que la mejoria no

puede ser debida a un efecto de aprendizaje.
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Figura 6.5. Evolucion temporal del umbral retiniano de sensibilidad en los ojos inyectados de

dos pacientes (#1, rojo; #6, magenta). Como referencia también se han incluido los valores de
la visita basal (Figura 6.1).
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La Figura 6.6 agrupa las diferencias en el umbral de sensibilidad retiniana entre la visita
final y la basal para los ojos de todos los pacientes del estudio que recibieron las CMN-MOs.
Estas diferencias oscilan entre 0 (se mantiene estable) y 4 dB (incremento de la sensibilidad).
Como cabria esperar, a pesar de que en algunos ojos se ha encontrado cierta mejora en el
umbral de sensibilidad, los valores siguen estando en la zona patologica (salvo en el paciente

#2 donde el umbral final fue 26.5 dB, que se situa en el rango de sospechoso patologico).
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Figura 6.6. Diferencias en los valores de umbral de sensibilidad retiniana entre la visita final
y la basal para todos los ojos inyectados con CMN-MOs.

Las medidas de integridad macular se realizaron en los mismos intervalos de tiempo. La
evolucion de dicho pardmetro para dos de los ojos tratados se ha representado en la Figura
6.7. De nuevo el comportamiento vuelve a ser similar al encontrado para el umbral de
sensibilidad. Mientras que en algunos ojos se mantiene, en otros aparece una mejora
moderada de hasta un 10% (es decir, disminuye el valor patologico de la integridad macular).
Estas diferencias en los valores de integridad macular entre la visita final y la basal para todos

los pacientes del estudio se muestran en la Figura 6.8.
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Figura 6.7. Ejemplos representativos de la evolucion de la integridad macular en dos ojos
tratados con CMN-MOs (#2, rojo y #3, magenta).
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Figura 6.8. Diferencias (%) en los valores de integridad macular entre la visita final y la basal
para todos los ojos inyectados con CMN-MOs.

Ejemplos de mapas de sensibilidad retiniana en la visita final para los mismos pacientes
que en la Figura 6.3 se presentan en la Figura 6.9 (junto con las escalas de colores). Una
comparacion directa entre ambas figuras permite observar como en el paciente #5 (Figura
6.9a2) ha mejorado dicha sensibilidad, mientras que en el paciente #8 (Figura 6.9b) ambos

mapas (final vs. basal) son similares.
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Figura 6.9. Mapas de sensibilidad retiniana correspondientes a la visita final en dos ojos de
pacientes con RP, #5 (a) y #8 (b). A la derecha de cada mapa se presenta las escalas de color
para la integridad macular (escala superior) y para el umbral de sensibilidad (escala inferior).

o

En la vista final tras un afio de la inyeccidn, la correlacion lineal entre el umbral de
sensibilidad retiniana y los espesores tanto central como parafoveal siguen existiendo

(p=0.003 y 0.04, respectivamente). En la Figura 6.10 se ha representado la primera de ellas.
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Al igual que en la visita basal, al finalizar el tratamiento tampoco se encontr6 una correlacion

entre la AV y la sensibilidad.
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Figura 6.10. Correlacion lineal entre el espesor foveal central (EF) y el umbral de
sensibilidad retiniana (AT) en la visita final. La linea corresponde al mejor ajuste lineal
(EF=11.72*AT+110.35; R=0.82).

6.3. Evolucion de la estabilidad de fijacion

En la Figura 6.11 se han representado los valores de fijacion P1 y P2 registrados en la
visita basal. Teniendo en cuenta los criterios ya citados, solamente la mitad de los ojos

presentan una fijacion estable: #1, #2 #3 y #7.
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Figura 6.11. Valores de estabilidad de fijacion en la visita basal para las zonas P1 (simbolos
rojos) y P2 (magenta) en los ojos de todos los pacientes que serian posteriormente inyectados
con CMN-MOs.

Los mapas de fijacion (spots coloreados sobre la imagen del fondo del ojo) registrados en
la visita basal para dos de los ojos del estudio se presentan en la Figura 6.12. A pesar de que
ambos ojos sufren RP, en uno de ellos la fijacion es estable (#2), mientras que claramente no

lo es en el otro (#4).
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(b)
Figura 6.12. Mapas de estabilidad de fijacion correspondientes a la visita basal en dos ojos de
pacientes con RP. (a) Fijacion estable (#2); (b) fijacion inestable (#4).

La estabilidad en la fijacion estd directamente relacionada con la sensibilidad retiniana

como se puede ver en la Figura 6.13, la cual muestra la correlacion lineal (R=0.75, p=0.03)

que existe en el caso de P1.
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Figura 6.13. Estabilidad en la fijacion (FS) en funcioén del umbral de sensibilidad retiniana

(AT) en la visita basal. La linea corresponde al mejor ajuste lineal a los datos (FS=3.81*AT-
0.37).

Para las visitas basal (circulos rojos) y final (tridngulos negros), la Figura 6.14 muestra la
estabilidad de fijacion P1 en todos los ojos tratados con CMN-MOs. El comportamiento al
acabar el ensayo varia entre los diferentes pacientes. A pesar de que en 5 ojos el pardmetro
disminuye, en 2 aumenta y en el restante queda similar. Sin embargo hay que destacar que la
inyeccion de CMN-MOs es capaz de mantener en el rango normal los ojos que ya lo eran en
la visita basal, lo cual podria atribuirse a un resultado beneficioso en la estabilizacion de la

porgresion de la enfermedad al menos en ese rango temporal.
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Figura 6.14. Comparacion de estabilidad en la fijacion (P1) entre la visita final y la basal para
todos los ojos inyectados con CMN-MOs. Los datos de la visita basal (circulos rojos) son los
mismos que en la Figura 6.11.

Finalmente afiadir que, al igual que en la visita basal, en esta visita final también existe
una relacion lineal y estadisticamante significativa entre este parametro y el umbral de

sensibilidad retininiana (R=0.74, p=0.03).

6.4. Discusion

Puesto que, en pacientes con RP, la AV solamente se deteriora en estadios avanzados, el
uso de técnicas alternativas es de gran utilidad en el analisis de la progresion de la patologia
[Buckley, 2021]. Asi, la sensibilidad retiniana es mejor indicador de la calidad de la funcion
macular que la AV, puesto que aporta informacion que corresponde a una zona retiniana de
mayor extension que la que se usa en la medida de la AV [Mitamura, 2012]. Es por ello que la
microperimetria se convierte en una herramienta util para este tipo de diagnosticos. La técnica
nace de la necesidad de obtener una campimetria centrada en la zona foveal, aspecto clave en
pacientes con patologias retinianas con afectacion de la macula en los que esté alterada la
fijacion foveal o ésta sea inestable. Esto permite realizar pruebas mas precisas en pacientes
con escotomas centrales debido a que se compensan los movimientos oculares permitiendo la
posicion correcta de la retina aun perdiendo la fijacion [Timberlake, 1982].

Iftikhar ef al. evaluaron durante un periodo de 1-4 afios la progresion de la RP en un total
de 75 ojos (de 39 pacientes). Todos los pardmetros asociados a la sensibilidad retiniana
disminuyeron de forma significativa, incluso en los casos en los que la AV permanecid
estable [Iftikhar, 2018]. Reportaron una reduccion de 0.6 dB/afio en la zona macular central,
pero no hubo cambios en la AV ni en la estabilidad de fijacion durante el periodo analizado.
Estos resultados fueron corroborados por el mismo grupo en un estudio retrospectivo con un

nimero mas elevado de ojos (205 de 106 pacientes) [Iftikhar, 2019]. Los valores de
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sensibilidad estuvieron en el rango [0.1, 16.3] dB y ademas encontraron una reduccion anual
de la sensibilidad de entre 0.3 y 0.7 dB dependiendo de la zona de la retina analizada.

En el presente trabajo se ha utilizado el instrumento comercial MAIA, cuyas medidas han
demostrado tener una alta repetitividad en este tipo de pacientes [Buckley, 2020]. En nuestros
pacientes, los valores de sensibilidad en la visita basal fueron siempre patoldgicos y un poco
por encima (entre 1.3 y 25.1 dB; Figura 6.1) de los reportados por Iftikhar et al. [Iftikhar,
2019]. Sin embargo, hemos de tener en cuenta que el instrumento empleado no fue el mismo
(Nidek MP-1, Nidek Technologies) que el usado aqui. Utilizando también el microperimetro
Nidek MP-1 en 118 ojos de 59 pacientes con RP, Lupo ef al. mostraron valores entre 10.2 y
19.3 dB cuando restringieron las medidas a una zona central macular de 4° [Lupo, 2011].

Ademas, a diferencia de lo encontrado por algunos autores [Iftikhar, 2018], nuestro
estudio no muestra correlacion alguna entre el umbral de sensibilidad y la AV. Quizas una de
las razones sea el tamano reducido de muestra (N=8, comparado con N=106). Por el
contrario, la sensibilidad retiniana si estuvo correlacionada con el espesor tanto foveal
(p=0.01; Figura 6.4) como con el parafoveal (p=0.04), hecho que es coherente con resultados
publicados previamente [Lenassi, 2012; Mitamura, 2012].

El MAIA también proporciona con una escala en %, el parametro definido como
integridad macular, que basicamente informa sobre como es el resultado para un ojo
determinado esta fuera de la “normalidad” (comparado con la base de datos interna de la que
dispone el propio instrumento clinico). Aunque este valor es similar al mean defect del Nidek
MP-1, no se ha encontrado literatura que muestre los correspondientes valores en pacientes
con RP ni con ese instrumento ni con el usado aqui. Como es de esperar, en los ojos afectados
de RP y por tanto patoldgicas involucrados en el presente ensayo los valores fueron elevados
(entre el 92 y el 100%; Figura 6.2) y muy lejos de la normalidad.

Conviene hacer hincapié que, en nuestra muestra de 8 pacientes, aun siendo todos ojos
muy patologicos, la mitad de ellos tiene una estabilidad de fijacion normal (P1>75%),
mientras que en el resto la fijacion es claramente inestable (P2<25%). De hecho, merece la
pena observar la similitud de los mapas de la Figura 6.12a (ojo con RP) y de la Figura 2.24
(0jo sano).

Tras la inyeccion de CMN-MOs se midio la sensibilidad retiniana en varias visitas hasta el
afio. Es interesante destacar que durante ese periodo no hubo reduccion del umbral de
sensibilidad, sino que en 3 ojos se mantuvo y en los otros 5 aument6 (hasta 4 dB en uno de
ellos). Los cambios en la integridad macular y en la estabilidad en la fijacién no son tan

evidentes, algo que es esperable, dado que ambos son parametros relacionados con la
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afectacion de los enfermos de RP. Sin embargo, teniendo en cuenta que en la literatura se han
reportado reducciones en la sensibilidad de hasta 0.7 dB/afo [Iftikhar, 2019], nuestro
resultado muestra el posible beneficio de este tipo de tratamiento en pacientes con RP en
estadios muy avanzados.

Ademas, puesto que la microperimetria es capaz de detectar pequefios cambios en la
sensibilidad retiniana a lo largo del tiempo, ésta es una herramienta util para diagnosticar y
analizar la progresion de la RP.

Hasta donde la autora de esta Tesis Doctoral sabe, estudios con CMN-MOs que incluyan
este tipo de medidas escasean. Solamente en la fase 2 del ensayo clinico de Siqueira et al. se
midi6 la sensibilidad retiniana en un caso de RP con edema macular cistoide a la semana de
inyectar las células madre [Siqueira, 2013]. Los autores encontraron un aumento de 12.5 a
17.4 dB en el umbral de sensibilidad retiniana de dicho paciente. Este valor es similar a la
cota superior (4 dB) de cambios en la sensibilidad encontrada en los pacientes de nuestro
estudio. Mehat ef al. también usaron células madre humanas en 12 pacientes afectados de
Stargardt, pero en ese caso fueron embrionarias y derivadas del epitelio pigmentario de la
retina [Mehat, 2018]. Ellos no observaron ninguna mejora en la sensibilidad retiniana un afio

después del trasplante.
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CAPITULO

Conclusiones

En este ultimo capitulo se recoge un resumen de los resultados asi como las conclusiones

de esta Tesis Doctoral, teniendo como base los resultados del ensayo clinico en fase I con CMN-

MOs en pacientes que sufren RP en estado avanzado. Los resultados mas significativos son los

siguientes:

Existe gran variabilidad inter-individual en los valores de refraccion ocular, pero al
finalizar el tratamiento son similares a los inicialmente medidos antes de comenzar el
ensayo clinico.

Los valores de PIO de la visita final no se diferencian significativamente de los
registrados en la visita basal y todos se consideran dentro de la normalidad.

En nuestra muestra de pacientes la AV-LSC se sitia entre 0.13 y 0.29, valores asociados
a RP en un estadio avanzado. Al finalizar el ensayo dicha AV aumento6 en 5 0jos y se
mantuvo estable en los 3 restantes. Estos datos sugieren que tras un afio de tratamiento
la AV puede estabilizarse o mejorar. En media, la mejora es de un 26% (diferencia
significativa) y llega hasta un 87% adicional cuando se corrige con gafa (AV-LCC).
Con la AV-CSC ocurre algo similar: aumentd en 6 ojos y se mantuvo estable en los 2
restantes. En particular, se ha encontrado una mejora estadisticamente significativa de

un 48% en la visita final comparada con la basal.
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La SC inicial es notablemente inferior a la correspondiente a personas sanas. Se observa
un ligero incremento tras la inyeccion de CMN-MOs en todas las frecuencias, aunque
mas marcado a frecuencias bajas. Sin embargo, los valores finales siguen estado en el
rango patologico.

Los pacientes con RP pueden o no sufrir anomalias en la vision del color. Al acabar el
periodo del ensayo clinico, los que no sufrian dicha anomalia (N=4) permanecen
estables y todos los pacientes que si presentaban anomalias en la visita basal mejoran
excepto uno de ellos.

La RP tiene habitualmente asociados valores anormales de espesor retiniano, tanto en
la fovea central como en la zona parafoveal, bien por presencia de edema, bien por
pérdida celular. Entre la visita basal y la final, dichos espesores se han mantenido
basicamente constantes o se han reducido (en el caso de edema). Solamente en uno de
los pacientes se ha detectado un aumento (del 9%).

La sensibilidad retiniana basal de los pacientes involucrados en este estudio se situd en
niveles patoldgicos y no mostré ninguna correlacion con la AV, pero si con espesor
retiniano y con la estabilidad de fijacion.

El umbral de sensibilidad no se redujo durante el tratamiento con CMN-MOs, sino que
en 5 ojos aumento y en 3 se mantuvo estable sin empeorar. Sin embargo, la integridad

macular y la estabilidad en la fijaciéon no mostraron ninguna tendencia hacia la mejoria.

Por otra parte, las conclusiones son coherentes con los objetivos propuestos en el Capitulo

1 y son las siguientes:

1.

No se aprecian cambios de interés ni en la refraccion ocular ni en la PIO en los pacientes
afectados de RP tratados con CMN-MOs entre la visita basal y la final.

En los ojos tratados con CMN-MOs se produce una mejoria o estabilizacion tanto en la
AV-LSC como en la AV-CSC que se mantiene al final del ensayo.

Se aprecia un incremento en los valores medios de SC en todas las frecuencias
espaciales que se mantiene al final del afio de seguimiento.

En los ojos tratados con CMN-MOs que presentaban anomalias en la vision del color
en la visita basal se produce una mejora, salvo en uno.

Se ha objetivado la disminucion del edema macular de un paciente y la estabilizacion
del grosor macular en 6 pacientes. Ademas, en uno de ellos se aprecia un ligero aumento

de dicho grosor.
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6. Elumbral de sensibilidad macular medido mediante microperimetria en los ojos tratados
con CMN-MOs mejor6 en 5 pacientes y permanecio estable en 3 de ellos a lo largo del

periodo de seguimiento de 1 afio.

Las conclusiones aqui expuestas muestran que el tratamiento con una inyeccion intravitrea
de CMN-MOs es factible, fiable y con posibilidades de éxito. Como tratamiento, ha conseguido
mantener o mejorar en el tiempo diferentes funciones visuales y paradmetros anatémicos de los
enfermos afectados de RP. La RP es una patologia de tipo degenerativo y, a dia de hoy, no tiene
cura. Es por ello, que cualquier intento por ralentizar su progresion es un logro y siempre
redundaria en beneficio de los pacientes que la sufren. Aunque al final del ensayo algunos
parametros visuales, morfométricos y funcionales analizados se siguen considerando como
patologicos, los resultados aqui obtenidos muestran que el tratamiento en este grupo de
pacientes podria ralentizar la progresion de la patologia al menos durante ese periodo de 1 afio.
La eficacia de la inyeccion intravitrea de CMN-MOs en pacientes con RP es prometedora, pero
precisa de mas estudios para confirmar su utilidad.

En este capitulo final, como 6ptico-optometrista me gustaria destacar algunas ideas que me
han ido surgiendo, no s6lo mientras se realizaron las pruebas clinicas, sino también a lo largo
de la redaccion del presente trabajo. Durante las ultimas décadas, el papel de los profesionales
de la Optometria en el campo de la salud visual estd siendo cada vez mas relevante dados los
cambios rapidos que afectan a la actividad y el alcance de la practica optométrica. De hecho,
cada vez son mdas numerosos los optometristas que desarrollan sus tareas en clinicas
oftalmologicas y hospitales privados (en los hospitales publicos el nimero es todavia muy
reducido).

Asi, la colaboracion entre el dptico-optometrista y el oftalmologo es importante tanto en el
dia a dia como en los ensayos clinicos. La simbiosis es cada vez mayor, pues ambos grupos de
profesionales estdn capacitados para valorar la salud ocular de los pacientes, cada uno en su
justa medida. Mientras que el primero esta preparado para evaluar aspectos visuales como la
refraccion ocular, la SC, la sensibilidad motora o el campo visual, el segundo centra su atencion
en la parte de deteccion de patologias, en los tratamientos y en las intervenciones quirtrgicas.
El optico-optometrista estd formado para detectar anomalias visuales asociadas a posibles
patologias y derivar al paciente al oftalmo6logo para su valoracion.

En esta Tesis Doctoral, la implicacion de la autora en el manejo de pacientes con RP en el
entorno clinico ha tenido un interés destacable. Su actividad no se ha reducido simplemente a

las medidas de AV, SC y anomalia de la vision al color, sino que se ha implicado directamente
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en el manejo de instrumentacion clinica (PIO, OCT, microperimetro) y en el andlisis de los
resultados, asi como en los procesos de recuperacion y tratamiento de los pacientes
involucrados en el ensayo. El asumir y estar involucrada en otras funciones (a parte de las
puramente optométricas) le han hecho forjarse profesionalmente a otros niveles mas ligados a
la practica clinica, todo lo cual ha redundado en beneficio tanto de sus conocimientos

profesionales, como de su desarrollo personal.
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Tabla Al. Cuadro temporal de pruebas clinicas adicionales realizadas a los pacientes.
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ANEXO

En este Anexo II se presenta el cuestionario VFQ-25 realizado a los pacientes con RP

involucrados en este este estudio. Dicho cuestionario lo cumplimentaron en las visitas
indicadas en la Tabla A1 del Anexo I.

Numero identificador:

Fecha:

VFQ-25
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SECCION A: Funcionamiento Visual

Hora de inicio:

Primero, me gustaria leerle unas declaraciones sobre su vista o sobre los sentimientos que tiene de
su vista.

Si usa gafas o lentes de contacto, por favor responda a todas las preguntas como si los llevara

puestos, con uno o los dos ojos abiertos, como vea mejor.

Al. Actualmente, diria usted que su vista (usando gafas o lentes de contacto, si es que usted los usa)
es excelente, buena, regular, mala, muy mala, o estd completamente ciego/a? ENTREVISTADOR: SI EL
ENTREVISTADO TIENE VISION EN UN 0JO, EL ENTREVISTADO DEBE RESPONDER POR LA VISION
GLOBAL EN LA MEJOR SITUACION.

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Excelente

Buena

Regular

Mala

Muy mala
Completa ceguera

ooooono

A2. iQué tan seguido se preocupa acerca de su vista? Diria usted que:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Nunca

Una pequeia parte del tiempo
Parte del tiempo

La mayor parte del tiempo
Todo el tiempo

OoOooOod

A3. ¢Cuéanto dolor o malestar diria usted que ha sentido en los ojos o alrededor de los ojos (por

ejemplo, ardor, picazon, o dolor)? Diria usted que:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)
Nada

Un poco
Moderado
Severo

OoOooono

Muy severo
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DIFICULTAD CON LAS ACTIVIDADES

Las siguientes preguntas son acerca de cuanta dificultad tiene, si acaso tiene alguna, para hacer
actividades. Si usa gafas o lentes de contacto, por favor responda a las preguntas como si los llevara
puestos.

A4. i Cuanta dificultad tiene usted para leer la letra regular de los periddicos?

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejé de hacerlo a causa de su vista

Dejod de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

oooooo

A5. ¢Cuanta dificultad tiene para hacer trabajos o pasatiempos / hobbies que requieren que usted
vea bien de cerca como cocinar, coser, arreglar cosas en la casa o usar herramientas? Diria usted

que:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejod de hacerlo a causa de su vista

Dejo de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

OoO0oOooOonOo

A6. A causa de su vista, ¢cuanta dificultad tiene usted para encontrar algo que estd en un estante/

repisa lleno/a de cosas? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejé de hacerlo a causa de su vista

Dejod de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

oooooo
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A7. A causa de su vista, ¢cuanta dificultad tiene usted para leer los nombres de las calles o los

nombres de las tiendas? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

oooooo

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dej6 de hacerlo a causa de su vista

Dejd de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

A8. A causa de su vista, ¢cuanta dificultad tiene usted para bajar escalones, escaleras, o el borde de

la acera/ bangueta cuando hay poca luz o es de noche? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OoOooooo

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dej6 de hacerlo a causa de su vista

Dejd de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

A9. A causa de su vista, écuanta dificultad tiene usted para_notar objetos a los lados cudndo va

caminando? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OoOooooo

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dej6 de hacerlo a causa de su vista

Dejd de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto
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A10. A causa de su vista, icuanta dificultad tiene usted para ver como reacciona la gente cuando

usted dice algo? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OoO0ooOooo

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dejé de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

A11. A causa de su vista, écuanta dificultad tiene usted para escoger y coordinar su propia ropa? Diria

usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OO0oOooOooOoO

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejod de hacerlo a causa de su vista

Dejo de hacerlo por otras razones o no estd interesado en hacer esto

A12. A causa de su vista, ¢cuanta dificultad tiene usted para visitar a la gente en su casa, en fiestas o

restaurantes? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OoOooooo

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dej6 de hacerlo a causa de su vista

Dejod de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto
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A13. A causa de su vista, ¢cudnta dificultad tiene usted para salir al cine, al teatro o a ver eventos

deportivos? Diria usted que tiene:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dejé de hacerlo por otras razones o no estd interesado en hacer esto

OoO0ooOooo

Al4. Ahora me gustaria hablarle sobre manejar un coche. éConduce usted un coche en la actualidad,
al menos de vez en cuando?

(Marcar una)
O si - SALTAR a la pregunta A14C, en esta pagina
O No
Al4a. ¢Es porque nunca ha conducido un coche o porque ha dejado de hacerlo?

[0 Nunca ha conducido > SALTAR ala pregunta A15, de la pagina siguiente

[0 Ha dejado de hacerlo
Al4b. SI HA DEJADO DE CONDUCIR: ¢Dejé de conducir principalmente a causa de su vista,
principalmente por otras razones, o por su vista y otras razones?

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)
O Principalmente por la vista
[ Principalmente por otras razones
O Por las dos causas, la vista y otras razones

ENTREVISTADOR: Saltar a la pregunta A15, de la pagina siguiente
Al4c. SI CONDUCE ACTUALMENTE: ¢ Cuanta dificultad tiene usted para conducir durante el
dia por lugares conocidos? Diria usted que tiene:
(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)
(Marcar una)
Ninguna dificultad
Un poco de dificultad

Moderada dificultad
Extrema dificultad

OoOooag
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14d. ¢ Cuanta dificultad tiene usted para manejar de noche?

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)
(Marcar una)

OO0Oo0On0OO

Ninguna dificultad

Un poco de dificultad

Moderada dificultad

Extrema dificultad

Dejo de hacerlo a causa de su vista

Dejo de hacerlo por otras razones o no esta interesado en hacer esto

RESPUESTAS A PROBLEMAS DE LA VISTA

15. {Qué tan seguido ha realizado usted menos trabajo del que le hubiera gustado

hacer a causa de su vista?

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OoOooono

Todo el tiempo

La mayor parte del tiempo
Parte del tiempo

Una pequefia parte del tiempo
Nunca

16. ¢Qué tan seguido esta limitado/a por su vista en cuanto al tiempo que puede

trabajar o hacer otras cosas por su vista?

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

OoOoooOond

Todo el tiempo

La mayor parte del tiempo
Parte del tiempo

Una pequefia parte del tiempo
Nunca
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17. ¢Qué tan seguido no puede hacer lo que quisiera a causa del dolor o malestar en los ojos o
alrededor de los ojos; por ejemplo, ardor, picazén o dolor?

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Todo el tiempo

La mayor parte del tiempo
Parte del tiempo

Una pequeia parte del tiempo
Nunca

OoO0ooad

18. Me quedo en casa la mayor parte del tiempo a causa de mi vista. Diria usted que es:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

O Definitivamente cierto........ccccoceevveeeveenerennnen, 1
O Mayormente Cierto.......ccoeeeeeereeereerereceereeerenens 2
[J NO €Std SEBUIO/a... e eveee e 3
O Mayormente falso.......cccooveeveervcenenneceercee e
O Definitivamente falso......c.ccoeeeeeeeieeecvecerereneen, 5

19. Me siento frustrado/a gran parte del tiempo a causa de mi vista. Diria usted que es:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)
(Marcar una)

[ Definitivamente cierto.........cccocevevveeerveneennnn. 1
O Mayormente Cierto.......coeevemveeeceereeererereennnes 2
[0 NO estd seguro/a .....cooeeeeveeeeveeeeceieneeveerenns 3
O Mayormente falso.......ccccoveeeeriveveineeecrerernnn, 4
O Definitivamente falso.......ccccceceeerevevverererennen. 5

20. Tengo mucho menos control sobre lo que hago a causa de mi vista. Diria usted que es:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Definitivamente cierto
Mayormente cierto
No esta seguro/a
Mayormente falso
Definitivamente falso

OoOooOono
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21. A causa de mi vista, tengo que depender demasiado en lo que otra gente me dice.
Diria usted que es:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)
(Marcar una)

Definitivamente cierto
Mayormente cierto
No esta seguro/a
Mayormente falso

OoO0oond

Definitivamente falso

22. Necesito mucha ayuda de otras personas a causa de mi vista. Diria usted que es:

Definitivamente cierto
Mayormente cierto
No esta seguro/a
Mayormente falso
Definitivamente falso

OoO0ooOono

23. Me preocupa que voy a hacer cosas que me van a causar verglienza a mi mismo o a otros a causa
de mi vista. Diria usted que es:

(LEER LAS OPCIONES DE RESPUESTA SEGUN SEA NECESARIO)

(Marcar una)

Definitivamente cierto
Mayormente cierto
No esta seguro/a
Mayormente falso

OoO0ooOod

Definitivamente falso
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ANEXO

Este Anexo III contiene la encuesta de satisfaccion tras la participacion en el ensayo
clinico que ha sentado las bases de esta Tesis Doctoral.

ENCUESTA PARA PACIENTES SOBRE :
PARTICIPACION EN ENSAYOS CLINICOS g

Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca Mum!a i
AREA 1 MURCIA-OESTE

Servicio

Murciano

de Salud

Deseamos conocer su grado de satisfaccion por su participacion en un Ensayo Clinico
realizado en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. El objetivo es saber, con
su ayuda, en qué debemos mejorar la calidad de la asistencia que prestamos. Por ello le
agradeceremos que conteste las preguntas que contiene este cuestionario. Sélo tendra que
sefialar con una cruz (XI) las respuestas escogidas, desde “muy poca satisfaccion”
puntuado con “0” hasta “Gran satisfaccion” puntuado con “4”.

® 6 000

Nada de satisfaccion (0) Poca satisfaccion (1)  Neutral satisfaccion (2) Moderada satisfaccién (3) Gran satisfaccion (4)
Una vez contestadas las preguntas, entregar el cuestionario al coordinador del ensayo
clinico.

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACJ()N. SU INFORMACION NOS VA A SER DE
GRAN UTILIDAD. AYUDENOS A MEJORAR.

Ensayo Clinico:

Fecha:
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» Primero, nos gustaria conocer algunos detalles sobre las instalaciones.

Estado del Centro y mantenimiento 0 1 2
Comodidad de las instalaciones hospitalarias (consulta, planta...) 0 1 2
Respeto a la intimidad de los enfermos 0 1 2
Calidad de la comida 0 1 2
Facilidad para desplazarse en el Centro 0 1 2
Facilidades para la permanencia de familiares 0 1 2
Cercania del Centro desde el lugar de alojamiento 0 1 2
Facilidad para llegar al hospital 0 1 2
Tramites para el ingreso y evaluaciones 0 1 2
Facilidad para programar las visitas al centro 0 1 2
Equipamiento y medios tecnolégicos para pruebas y tratamientos 0 1 2
Horario de pruebas y evaluaciones médicas 0 1 2
Puntualidad de las pruebas / evaluaciones médicas 0 1 2

» También queremos conocer su opinién sobre las personas que le atendieron.

Amabilidad (cortesia) del personal no sanitario en su trato con el paciente 0 1 2
Amabilidad (cortesia) del personal de enfermeria en su trato con el paciente 0 1 2
Amabilidad (cortesia) del personal médico en su trato con el paciente 0 1 2
Cuidados y atencion del personal de enfermeria 0 1 2
Cuidados y atencion del personal médico 0 1 2
Tiempo dedicado por el médico 0 1 2
Informacién proporcionada por el médico 0 1 2
Seguimiento del caso por el médico 0 1 2
Confianza (seguridad) que el personal transmite al paciente 0 1 2
Trato personalizado que se da al paciente 0 1 2
Disposicion del personal para ayudarle cuando lo necesita 0 1 2
Rapidez con que consigue lo que necesita 0 1 2
El personal cumple lo que dice que va a hacer 0 1 2
Comunicacioén que el personal mantiene con los familiares 0 1 2
Preparacién del personal para realizar su trabajo 0 1 2
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> .... Y para terminar.

Calidad de la atencion en general 0 1 2 3| 4
Calidad del servicio en general 0 1 2 3| 4
Satisfaccion global con los cuidados sanitarios recibidos 0 1 2 3| 4

» En este apartado le pedimos algunos datos personales necesarios para clasificar las
respuestas del cuestionario.

Su fecha de nacimiento (sélo escriba el afio): 19_ _

Sexo:

] Hombre
O Mujer

Nivel de estudios:

O Ninguno

[ Estudios Primarios (Bachiller Elemental, E.S.O0. 0 E.G.B.)

] Medios (Bachillerato Superior o B.U.P., Artes y Oficios o Formacién Profesional)
[ Superiores (Universidad...)

O otros (especificar)

» Finalmente, si este cuestionario no le ha preguntado por algin aspecto de la atencion realizada en
nuestro Hospital por su participacion en el Ensayo Clinico, que usted considere de importancia, o
desea hacer algin comentario o sugerencia, utilice este espacio para exponer su opinién:

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION. NOS ESTA AYUDANDO A MEJORAR.
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141
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Sombras en la noche, lejos de la luz
van formando parte de la multitud.
Sombras en la noche luchan sin cesar
por salir a flote de la oscuridad.

(C. De Castro / A. De Castro)
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