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Resumen

La inervacién sensorial de la superficie ocular desempefia un papel fundamental en
varios mecanismos de proteccién del ojo como son el parpadeo y la lagrimacién.
Sin embargo, ain no se conoce la contribucién de la actividad de los diferentes tipos
de receptores sensoriales de la superficie ocular a la regulacién del parpadeo
espontaneo. El objetivo general de la presente tesis ha sido determinar el papel de
los termorreceptores de frio de la superficie ocular en el control de la frecuencia y las

caracteristicas del parpadeo espontdneo en personas voluntarias sanas.

En primer lugar, exploramos los efectos del perfluorohexiloctano (F6H8), una
molécula introducida en los Gltimos afios para el tratamiento de la enfermedad de
ojo seco que estd ofreciendo muy buenos resultados, sobre el parpadeo y la
lagrimacién, midiendo ademas la temperatura de superficie de la cérnea mediante
termografia por infrarrojos, antes y a diferentes tiempos durante una hora después
de aplicar F6H8. Encontramos que el F6H8 reduce de manera sostenida la
temperatura de la superficie ocular, a la vez que provoca un aumento de la
produccién lagrimal y la frecuencia de parpadeo. Propusimos que, al disminuir la
temperatura de la superficie ocular tratando tépicamente con F6H8, se estaba
induciendo un aumento de la actividad de los termorreceptores de frio de la cérnea
que, si bien no era suficiente para evocar sensaciones oculares conscientes, si era

capaz de inducir cambios en el parpadeo y la produccién de lagrima.

A continuacién, investigamos la influencia de la actividad de los termorreceptores
de frio de la superficie ocular sobre el control del parpadeo esponténeo, analizando
tanto la frecuencia como algunas caracteristicas del parpadeo a partir del registro

electromiogréfico de superficie del misculo orbicularis oculi. Encontramos que,



cuando aumentdbamos la actividad de los termorreceptores de frio al enfriar la
superficie ocular instilando F6H8, ademés de incrementarse significativamente la
frecuencia de parpadeo, se modificaban las caracteristicas electromiogréficas del
mismo, registrando sefiales de mayor amplitud y menor duracién que antes del
tratamiento con F6H8. En contraste, cuando disminuiamos la actividad de los
termorreceptores de frio y del resto de receptores sensoriales de la superficie ocular
con anestésicos locales tépicos, no se producian cambios significativos ni en la

frecuencia ni en las caracteristicas electromiogréficas.

Por @ltimo, planteamos estudiar si la modulacién ejercida sobre el parpadeo por el
aumento de la actividad de los termorreceptores de frio ejercia mayor o menor
influencia que el estado cognitivo. Encontramos que los efectos del tratamiento con
F6H8 sobre el parpadeo espontdneo también se daban durante la realizacién de
diferentes pruebas de atencién, asi como en condiciones de oscuridad.
Especificamente, el tratamiento con F6H8 evitaba la conocida disminucién de la
frecuencia de parpadeo caracteristica de la atencidn visual. Estos hallazgos sugieren
qgue la influencia ejercida por el incremento del input sensorial de los
termorreceptores de frio oculares sobre el control del parpadeo espontaneo es
mayor que la influencia descendente ejercida por la corteza cerebral en base al

estado cognitivo de la persona.

En resumen, los resultados de esta tesis muestran que el tratamiento tépico con
perfluorohexiloctano, al producir un enfriamiento de la superficie ocular, aumenta la
actividad los termorreceptores de frio y esto resulta en cambios significativos en la
frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo. Asimismo, muestran que,
incluso cuando el incremento de la actividad de los termorreceptores de frio de la
superficie ocular es pequefio e insuficiente para evocar sensaciones oculares

conscientes, ese input sensorial determina el patrén de parpadeo, superando incluso



la modulacién en base al estado cognitivo, lo que constituye un poderoso mecanismo
de proteccidn para evitar el enfriamiento intenso y la desecacién de la superficie

anterior del ojo.



Abstract

Sensory innervation of the ocular surface plays a fundamental role in several eye
protection mechanisms, such as blinking and tearing. However, the contribution of
the activity of different types of sensory receptors on the ocular surface to the
regulation of spontaneous blinking remains unknown. The general objective of this
thesis has been to determine the role of cold thermoreceptors on the ocular surface
in controlling the frequency and characteristics of spontaneous blinking in healthy

volunteers.

First, we explored the effects of perfluorohexyloctane (F6H8), a molecule introduced
in recent years for the treatment of dry eye disease that is offering excellent results
on blinking and tearing, also measuring the surface temperature of the cornea using
infrared thermography before and at different times for one hour after applying
F6H8. We found that F6H8 sustainably reduces corneal surface temperature while
causing an increase in tear production and blink frequency. We proposed that by
decreasing the temperature of the ocular surface by treating topically with F6H8, an
increase in the activity of the corneal cold thermoreceptors was induced, which,
although it was not sufficient o evoke conscious ocular sensations, was capable of

causing changes in blinking and tear production.

Next, we investigated the influence of the activity of cold thermoreceptors of the
ocular surface on the control of spontaneous blinking, analyzing both the frequency
and some characteristics of spontaneous blink from surface electromyographic
recordings of the orbicularis oculi muscle. We found that increasing the activity of
cold thermoreceptors by instilling F6H8, in addition to significantly increasing the
blinking frequency, the electromyographic characteristics of the blink were modified.

Recording signals of greater amplitude and shorter duration than before treatment



with F6H8 were obtained. In contrast, when we decreased the activity of cold
thermoreceptors and other sensory receptors innervating the ocular surface with
topical local anesthetics, there were no significant changes in frequency or the

electromyographic characteristics of blink.

Finally, we proposed to study whether the modulation exerted on blinking by the
increased activity of cold thermoreceptors had more or less influence than the
cognitive state. We found that the effects of F6H8 on spontaneous blinking also
occurred during performance of different attentional tasks and in dark conditions.
Specifically, topical F6H8 treatment prevented the well-known decrease in blink rate
characteristic of visual attention tasks. These findings suggest that the influence
exerted by the increased sensory input of cold thermoreceptors on the control of
spontaneous blinking is greater than the descending influence exerted by the

cerebral cortex based on the person’s cognitive state.

In summary, the results of this thesis show that topical treatment with
perfluorohexyloctane, which reduces the ocular surface temperature, increases the
activity of corneal cold thermoreceptors, and this results in significant changes in the
frequency and characteristics of spontaneous blinking. Results also show that, even
when the increase of ocular cold thermoreceptors’ activity is slight and insufficient to
evoke conscious ocular sensations, this sensory input determines the blink pattern,
even surpassing the modulation based on the cognitive state, thus constituting a
powerful protective mechanism to prevent intense cooling and desiccation of the

anterior surface of the eye.
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Introduccion

1. Introduccidn

1.1.  Anatomia de la inervacién sensorial de la superficie ocular

El globo ocular de los seres humanos es una esfera de unos 2,5 cm de didmetro que
se encuentra recogida en la érbita y, por tanto, sélo una sexta parte estéd expuesta al
entorno. Estd compuesto por tres capas: la tGnica fibrosa, que es la més externa, la
tinica vascular o Gvea y la retina, que es la capa més interna, donde se inicia la via
visual. La thnica fibrosa estd formada esencialmente por tejido conectivo y se
compone de la esclerética, que cubre la gran mayoria del ojo dotandole de color

blanco, rigidez y forma, y la cérnea (Kels et al., 2015; Rehman et al., 2022).

La cérnea estd compuesta por cinco capas que le dotan un grosor total de 540-700
pm y que ordenadas de interior a exferior son: endotelio, membrana de Descemet,
estroma, capa de Bowman y epitelio. Se trata de un tejido transparente que permite
el paso de la luz al interior del ojo y, al mismo tiempo, la refracta. Por ende, la
cérnea carece de tejidos opacos, como los vasos sanguineos (Ludwig et al., 2021). De
hecho, segln la Organizacién Mundial de la Salud, la opacidad corneal es la cuarta
causa de ceguera en el mundo, por detrds de las cataratas, el glaucoma y la

degeneracién macular (Pineda, 2020).

La conjuntiva, por su parte, es una delgada membrana mucosa que recubre tanto el
borde interior de los parpados (conjuntiva palpebral) como la esclerética (conjuntiva
bulbar). Estd compuesta por un epitelio clbico estratificado que descansa sobre una
fina membrana basal que lo separa de un estroma de tejido conectivo con
abundantes gléndulas lagrimales accesorias y vasos sanguineos y linfaticos. A
diferencia de la cdrnea, estd muy vascularizada y también contiene mastocitos,
células plasmaticas y neutrdfilos que facilitan la respuesta inmunitaria celular
(Takahashi et al., 2013).
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La cérnea, junto con la conjuntiva son los tejidos expuestos del ojo, formando la

superficie ocular.

1.1.1. Origen, distribucién y arquitectura.

La inervacién sensorial de la superficie ocular proviene del nervio nasociliar
originado de la rama oftalmica (V1) del nervio trigémino, que, a su vez, se subdivide
en los nervios ciliares (Figura 1). Los nervios ciliares entran en el globo ocular a
través de la ldmina cribosa e inervan la mayoria de los tejidos oculares, exceptuando

el cristalino y la retina (Stapleton et al., 2017; Yang et al., 2018).

La morfologia de la inervacién sensorial de la cérnea ha sido ampliamente estudiada,
por lo que se conoce con detalle. Una vez las fibras nerviosas alcanzan la cérnea,
penetran en el estroma corneal, se ramifican y discurren rodeados por una ldmina
basal y células de Schwann. Los axones mielinizados (aproximadamente el 20-30%
de los axones totales) pierden su vaina de mielina al penetrar en el estroma (De Felipe
& Belmonte, 1999; Bron et al., 2014) contribuyendo a la conservacién de la transparencia
de la cérnea. Las ramas mas anteriores de esta ramificacién se anastomosan
formando una red densa y compleja de fibras que se conoce como el plexo
nervioso estromal anterior. En cambio, la mitad posterior, més interna, del estroma
humano y el endotelio corneal carecen de fibras sensoriales. La capa mas superficial
y densa de este plexo estromal se encuentra por debajo de la capa de Bowman y se
conoce como plexo nervioso subepitelial. Algunas de estas fibras son axones
nicos y delgados que no penetran hacia el epitelio corneal, formando una malla
altamente anastomosada. Otras fibras, que son de tamafio medio, si penetran la capa
de Bowman llegando hasta el epitelio, fundamentalmente en la cérnea periférica e

intfermedia, dando lugar al plexo nervioso subbasal (Figura 1).
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Las fibras de este plexo subbasal se ramifican en miltiples fibras paralelas,
constituyendo una estructura neuroanatémica Gnica de la cérnea que se denominan
traillas (“leashes” en inglés). Las fibras nerviosas de estas “leashes” se interconectan
hasta que dejan de ser reconocibles como individuales, formando finalmente un
plexo nervioso relativamente homogéneo. La microscopia confocal in vivo ha
mostrado que el plexo nervioso subbasal forma un patrén espiral de fibras nerviosas
cuyo centro se denomina "vértice” (Nagasaki & Zha, 2003). Las fibras nerviosas del
plexo subbasal se separan individualmente y ascienden desde la capa basal del
epitelio, distribuyéndose entre las células epiteliales de las capas intermedias y
llegando hasta las capas més superficiales del epitelio corneal (Miiller et al., 2003;
Marfurt et al., 2010), finalizando su recorrido como terminaciones nerviosas libres.
Estas terminaciones nerviosas intraepiteliales son muy numerosas y presentan un
intimo contacto con las células epiteliales. De hecho, en algunos casos, las células
epiteliales muestran invaginaciones que pueden llegar a rodear completamente la

terminacion nerviosa (Miiller et al., 2003; Marfurt et al., 2010).

La cérnea presenta una densidad de inervacién 300-600 veces superior a la de la
piel (Rézsa & Beuerman, 1982; Miller et al., 2003) lo que le confiere una sensibilidad
extraordinaria (Kenshalo, 1960; Millodot, 1984; Collins et al., 1989; Belmonte et al., 2017). A
pesar de la alta densidad de fibras corneales, éstas suelen tener campos receptores
grandes, generando un alto grado de solapamiento, lo que proporciona a la cérnea

de baja discriminacién espacial ante los estimulos externos (Belmonte et al., 2004a).
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Plexo
subepitelial

Nervios del
estroma

Plexo
subbasal

Terminaciones nerviosas
intraepiteliales

Epitelio
Capa de Bowman

Estroma

Figura 1 | Inervacién sensorial de la cérnea: origen, distribucién, arquitectura y vias
centrales. TG: ganglio del trigémino; V1: rama oftdlmica del nervio trigémino; V2: rama maxilar del
nervio trigémino; V3: rama mandibular del nervio trigémino; Vp: nicleo principal del complejo
nuclear troncoencefélico del trigémino (TBNC); Vs: nicleo espinal del TBNC; o: subnicleo oralis; i:
subnicleo interpolaris; c: subnlcleo caudalis; S1: corteza somatosensorial primaria; S2: corteza

somatosensorial secundaria.

Respecto a la inervacidn de la conjuntiva y del borde de los parpados, la informacién
disponible es escasa. La conjuntiva también se encuentra inervada por las ramas
ciliares del nervio nasociliar de la rama oftédlmica (V1) del trigémino. Sin embargo,
también participan otras ramas del nervio oftdlmico como la rama frontal o lagrimal
y algunas ramas de la rama maxilar (V2) del trigémino, de la que se origina el nervio
infraorbitario (Panneton et al., 2010). La conjuntiva, al igual que la cdrnea, esté
inervada fundamentalmente por axones mielinizados finos y no mielinizados que
contienen CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina) o sustancia P.
Dichos axones finalizan como terminaciones nerviosas libres, habitualmente situadas

alrededor de los vasos sanguineos y linfaticos del estroma conjuntival, los acinos de

16



Introduccion

las glandulas de Meibomio o el epitelio conjuntival (Belmonte et al., 2011). Ademas,
en el ojo humano y de primates hay algunos axones mielinizados que alcanzan la
conjuntiva limbal asociados a estructuras similares a los corpisculos de Krause de la

piel (Gallar J & Acosta, in press).

El borde de los parpados también esta inervado por terminaciones nerviosas libres
localizadas entre las células epiteliales, asi como por axones asociados a estructuras
especializadas, similares a las terminaciones del disco de Merkel y a los corpisculos
de Meissner descritos en la piel (GallarJ & Acosta, in press). En cuanto a la zona donde
se encuentran las pestafias, estd inervada por axones mielinizados que acaban como
terminales lanceoladas asociadas, de manera similar a la piel vellosa (Gallar J & Acosta,
in press). Estas estructuras especializadas suelen asociarse a mecanorreceptores de
bajo umbral, lo que explica la gran sensibilidad mecénica de borde del péarpado

(Gallar J & Acosta, in press).
1.1.2. Vias centrales

Las proyecciones centrales de las neuronas trigeminales se dirigen a la porcién
ventral del complejo nuclear ipsilateral del trigémino en el tronco del encéfalo
(TBNC, de sus siglas en inglés). El TBNC estd compuesto por el nicleo principal del
trigémino (Vp) y el nicleo trigeminal espinal (Vs), que es alargado y se subdivide
anatémica y funcionalmente en los subnicleos oralis (Vo), interpolaris (Vi) y caudalis
(Vc) (Belmonte et al., 2011). Un reducido nimero de las neuronas trigeminales que
inervan la superficie ocular proyectan a Vp. La mayoria de las neuronas trigeminales
corneales proyectan a la zona intermedia entre Viy Vc, a las l[dminas | y Il del Vc 'y
la zona de transicidn con la médula espinal cervical superior (Vc/C1), asi como a la
formacién reticular bulbar adyacente (Belmonte et al., 2011) (Figura 1). Las neuronas
de Vi/Vc responden a todas las modalidades de estimulo y estan relacionadas con

el control del parpadeo, mientras que las que se encuentran en el drea Vc/C1
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responden solo al calor y los irritantes quimicos, lo que sugiere que las aferencias a
esta regién provienen de las neuronas nociceptivas polimodales del ganglio
trigémino (Belmonte et al., 2011, 2017). Poco se conoce sobre las neuronas de las
regiones Vp y Vo del TBNC que inervan la superficie ocular o los tejidos perioculares

(Belmonte et al., 2011, 2017).

La mayoria de las neuronas de segundo orden que procesan informacién originada
en la superficie ocular proyectan a varios lugares del sistema nervioso central,
incluidas ofras regiones del tronco encefélico como el nicleo salivar superior/nicleo
motor del nervio facial, y al tdlamo contralateral, aunque todavia se sabe poco sobre
la via sensorial central involucrada en las sensaciones oculares (Pellegrini et al., 1995;
Hirata et al., 2000; Bereiter et al., 2000; Belmonte et al., 2017). Las areas mas posteriores y
mediales del tdlamo somatosensorial contralateral reciben informacién corneal (Hirata
et al., 2000) (Figura 1), cuya somatotopia corresponde a la representacion de la rama
oftédlmica del trigémino (Rausell & Jones, 1991; Noseda et al., 2008). Estas neuronas
taldmicas proyectan a las 4reas corticales somatosensorial primaria (S1) y secundaria

(S2) responsables de las sensaciones y reacciones de dolor (Figura 1).

Algunas neuronas de segundo orden de Vi/Vc y de Vc/C1 que procesan
informacién de la superficie ocular proyectan hacia el drea parabraquial, que a su
vez estd conectada con la corteza insular, cingulada y prefrontal, y la amigdala, el
hipotdlamo y la sustancia gris periacueductal. Estas proyecciones proporcionan el
sustrato neural para los componentes afectivos de las sensaciones evocadas por la
estimulacién ocular, asi como para la participacion del sistema nervioso auténomo

en el dolor ocular (Belmonte et al., 2017).

1.2. Funciones de la inervacién sensorial de la superficie ocular
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1.2.1 Tipos de receptores sensoriales

Gracias a los experimentos electrofisioldgicos, que permiten registrar la actividad
eléctrica de las neuronas sensoriales en respuesta a diferentes estimulos, se realiz

la caracterizacién funcional de los receptores sensoriales de la superficie ocular
(Belmonte & Giraldez, 1981; Tanelian & Beuerman, 1984; Belmonte et al., 1991, 2004a, 2004b;

Gallar et al., 1993, 2014; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017; Santiago et al., 2017). Los receptores
sensoriales de la cérnea han sido ampliamente estudiados, describiéndose
mecanonociceptores, nociceptores polimodales y termorreceptores de frio.
Adicionalmente, en el limbo esclerocorneal se pueden encontrar
mecanorreceptores de bajo umbral (Belmonte et al., 1997, 2004a, 2004c). La
heterogeneidad funcional de las neuronas sensoriales del trigémino viene dada por
la diferente expresién de determinadas proteinas de membrana, que participan en
la transduccién y sefalizacién de los estimulos fisicos externos, como los canales
idnicos TRP, “Receptores de membrana de potencial transitorio”, en inglés

“Transient receptor potencial”.

Los mecanonociceptores (que suponen aproximadamente un 15% del total)
responden exclusivamente a la estimulacién mecénica y suelen estar asociados a
fibras A-delta. Su respuesta es de adaptacién relativamente rapida, es decir, es
répida y breve ante cualquier estimulacién, aunque ésta sea sostenida en el tiempo,
por lo que la capacidad de estos receptores para codificar la intensidad y la duracién
de un estimulo es baja. Tienen campos receptores redondeados cubriendo un 10%
de la superficie corneal (Figura 2). El grupo de Ardem Patapoutian descubrié que
los canales Piezo eran la base molecular para la deteccién neuronal de estimulos
mecdnicos (Coste et al., 2010). Puesto que las fibras corneales de los ratones knockout

de Piezo2 muestran una respuesta reducida a los estimulos mecénicos, se generd la
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evidencia de que el Piezo2 supone la base molecular de la mecano-transduccién de
las neuronas corneales (Fernandez-Trillo et al., 2020).

Los nociceptores polimodales (que suponen el 70%), se denominan asi porque
pueden ser activados por una gran diversidad de estimulos nocivos o potencialmente
nocivos (mecénicos, de calor e irritantes quimicos). Tienen campos receptores
grandes que cubren, a veces, un cuarto de la cérnea y se extienden mas allé del
limbo, hasta la esclera o la conjuntiva bulbar (Figura 2). Estos receptores se activan
de manera proporcional a la intensidad del estimulo aplicado, disparando repetitiva
e irregularmente durante todo el estimulo (Gallar et al., 1993). La mayoria de estos
receptores estdn asociados a axones amielinicos, de conduccién lenta (fibras C). En
determinadas situaciones se sensibilizan, disminuyendo su umbral de respuesta y
aumentando la respuesta a un estimulo de la misma intensidad (Belmonte & Giraldez,
1981). La capsaicina activa los nociceptores polimodales de la cérnea (Belmonte et al.,
1991) actuando a través del canal TRPV1 (Caterina et al., 1997). Ademdas de responder
a la capsaicina, el TRPV1 responde a calor nocivo (>42 °C) y al pH &cido, entre ofros
estimulos, por lo que TRPV1 seria uno de los canales méas importantes en la
transduccién de los nociceptores polimodales (Pozo et al., 1992; Alamri et al., 2015;
Belmonte et al., 2017), hasta tal punto de considerarse el marcador molecular putativo
de este tipo celular. Ademds de expresar TRPV1, los nociceptores polimodales
también expresan otros canales iénicos como TRPAT, ASIC o Piezo, lo que
proporciona precisamente a estos nociceptores su capacidad de respuesta
polimodal (Frutos-rincén et al., 2022).

Los termorreceptores de frio (que suponen el 10-15%) responden
especificamente a la disminucién de la temperatura y pueden asociarse a fibras A-
delta y C. Tienen campos receptores pequefios (alrededor de 1 mm de didmetro)
que se encuentran por toda la cérnea, siendo maés frecuentes en la zona periférica

(Figura 2). Fundamentalmente el canal TRPM8 confiere a los receptores corneales su
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sensibilidad al frio (Peier et al., 2002; Bautista et al., 2007; Parra et al., 2010; Quallo et al.,
2015), aunque en su actividad también intervienen otros canales como los de K*
(Viana et al., 2002). El canal TRPM8 también confiere a los termorreceptores de frio
corneales la capacidad de responder a un estimulo quimico, como el mentol, y a la
osmolaridad (Parra et al., 2014; Quallo et al., 2015). Los termorreceptores de frio se han
subclasificado en dos poblaciones, atendiendo a su frecuencia basal de disparo a
temperatura basal de la cérnea (actividad espontédnea a aproximadamente 34°C) y a
su umbral de respuesta al enfriamiento (Gallar et al., 1993; Gonzalez-Gonzalez et al., 2017).
Los termorreceptores de frio con alta actividad basal y bajo umbral de respuesta al
frio, en inglés “high background-low threshold” (HB-LT) presentan una elevada
actividad espontanea a la temperatura basal de la cérnea y tienen un umbral de
respuesta al frio bajo, lo que les proporciona la capacidad de detectar variaciones
pequefias de temperatura. Los HB-LT son los receptores de frio méas frecuentes
(70%). Por el contrario, los termorreceptores de frio de baja actividad basal y de alto
umbral de respuesta al frio, en inglés “low bakcground-high threshold” (LB-HT), son
una subpoblacién menos abundante (30%) que presentan baja actividad basal y
precisan de estimulos de frio de mayor intensidad para activarse (alto umbral).

Se ha sugerido la existencia de receptores sensoriales silentes en la cérnea
(Maclver & Tanelian, 1993), un grupo de fibras que no responden a ninguna
estimulacién en condiciones normales, pero que se vuelven excitables a
determinados estimulos en condiciones de inflamacién.

La caracterizacién funcional de las neuronas sensoriales de la conjuntiva o del
borde del parpado es escasa en comparacién con la cérnea. Los pocos estudios
publicados indican que la conjuntiva es inervada por fibras sensoriales con
caracteristicas funcionales similares a las neuronas corneales (mecano-nociceptores,
nociceptores polimodales y receptores de frio) (Gallar, 1991; Belmonte et al., 1997;

Santiago et al., 2017). Se han identificado mecanorreceptores de bajo umbral en el
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limbo esclerocorneal (Figura 2) y en el borde del pérpado que responden a una
estimulacién mecénica de baja intensidad (Gallar, 1991; Santiago et al., 2017). Estos
mecanorreceptores de bajo umbral se pueden activar por particulas aéreas, el
parpadeo o el uso de lentes de contacto y no evocan una percepcién dolorosa

(Munger & Halata, 1984).

Expresion Tipo de neurona Actividad Estimulo Estimulo Estimulo Sensacién
de canales sensorial basal mecanico térmico quimico ocular
Calor Frio

I o _/Locd t‘c:,

Piezo2 Mecanoreceptor I
C: de bajo umbral Tacto
Piezo2 Mecano-nociceptor w11 Dolor
de alto umbral T Irritacién
TRPA1
TRPV1
Piezo2 Nociceptor polimodal ! H— L W Dislzzlr?frort
ASICs
Kv7
K2P
Termoreceptor de frio Sequedad
TRPM8 1| [ | 1
13: (baja actividad basal) LR T ! " Dolor
Kv1
TREK2 adf D\ - )
. Termoreceptor de frio 1y 1y | || W e (e
TRPMS 98 — (alta actividad basal) Sequedad

Campos receptores

Figura 2 | Tipos funcionales de neuronas sensoriales que inervan la superficie del ojo.
Representacién esquemética de la actividad espontdnea y evocada de impulsos nerviosos en los
diferentes tipos funcionales de neuronas sensoriales que inervan la cérnea y el limbo esclerocorneal.
En base a las caracteristicas de la descarga de impulsos nerviosos en ausencia de estimulacién
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(actividad basal o espontanea) y en respuesta a diferentes tipos de estimulos (mecénicos, térmicos o
quimicos), las terminales periféricas de las neuronas sensoriales primarias que inervan el ojo se
clasifican en cinco tipos funcionales. En la figura también se representan la ubicacién de los campos
receptores en las diferentes estructuras de la superficie ocular y la expresién de canales implicados
en la transduccién sensorial presentes en los diferentes tipos de terminales sensoriales, asi como las
sensaciones que se evocan con su estimulacién. Adaptado de Belmonte et al., 2004; Belmonte et al.,
2015 y Frutos-Rincén et al., 2022.

1.2.2. Sensaciones evocadas

La mayoria de los estudios psicofisicos clésicos indicaban que cualquier
modalidad de estimulacién en la cérnea producia sensacién de irritacién o dolor,
aunque existia controversia al no disponer de métodos de estimulacién selectiva para
los diferentes tipos de receptores sensoriales (Belmonte et al., 1997). Gracias al
desarrollo del estesidmetro de gas (Belmonte et al., 1999) se realizaron estudios
aplicando estimulos selectivos de diferente modalidad (mecéanicos, quimicos y
térmicos), confirméndose que, en general, los estimulos aplicados sobre la cérnea
evocan sensacién de irritacién independientemente de su modalidad (Acosta et al.,
2001a, 2001b). Sin embargo, la estimulacién con frio ligero produce una percepcién
de frio/frescor sin componente de irritacién (Acosta et al., 2001a). Este resultado
concuerda con la activacién especifica de los termorreceptores de frio, que son la
Unica poblacién de neuronas descritas en la cérnea que no son nociceptores
(Beuerman & Tanelian, 1979; Acosta et al., 2001a, 2001b). Sin embargo, es cierto que
cuando la estimulacién de frio se vuelve maés intensa (enfriamiento >2 °C) la
sensacién evocada presenta un componente irritativo (Acosta et al., 2001a, 2001b).
Mientras que el enfriamiento leve y moderado de la superficie ocular aumentaria la
actividad de los termorreceptores de frio tipo HB-LT, el enfriamiento intenso activaria,
ademds, los termorreceptores de frio tipo LB-HT asi como a los nociceptores
polimodales, evocando sensaciones de irritaciéon y sequedad (Acosta et al., 2001b;

Belmonte et al., 2011, 2017) (Figura 2).
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En la conjuntiva, la estimulacién selectiva provoca sensaciones similares a las de
la cérnea, con la diferencia de que el estimulo mecéanico de baja intensidad en la
conjuntiva no evoca sensaciones irritantes (Acosta et al., 2001b, 2006; Feng & Simpson,
2003). Este hallazgo no es sorprendente si tenemos en cuenta la presencia de
mecanorreceptores de bajo umbral en la conjuntiva (Santiago et al., 2017).

Los estudios psicofisicos y la caracterizaciéon funcional de los nervios de la
superficie ocular han permitido entender que las sensaciones conscientes evocadas
por un estimulo de una modalidad especifica estdn determinadas principalmente por
el tipo de poblacién neuronal que se activa (Acosta et al., 2001b). Sin embargo, hay
que tener en cuenta que la informacién codificada por las neuronas periféricas debe
ser procesada a lo largo de toda la via sensorial antes de que se genere la sensacién
consciente. Resultados recientes sugieren que las neuronas oculares de la corteza
somatosensorial primaria se activan con multiples modalidades de estimulo (Velasco

etal., 2024).

1.2.3. Trofismo

La inervacién sensorial de la superficie ocular también contribuye al
mantenimiento tréfico de la cérnea. Es frecuente observar un deterioro en el epitelio
corneal cuando la inervacién sensorial se ve alterada, con la aparicién de Glceras
corneales en el caso de la queratitis neurotréfica. La contribucidn al trofismo tisular
de los nervios sensoriales se produce mediante la liberacién de sustancias tréficas
como neuropéptidos, neurotrofinas y factores de crecimiento. La propagacion
antidrémica de los potenciales de accién hacia la periferia provoca la liberacién de
neuropéptidos, como la sustancia P y el CGRP. Estos compuestos, solos o en

combinacién con otros factores de crecimiento, son cruciales en la preservacién del
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epitelio corneal y en la cicatrizacién de heridas (Gallar & Pozo, 1990; Garcia-Hirschfeld et

al., 1994; Lambiase et al., 2000; Belmonte et al., 2017).

1.2.4. Lagrimacién y parpadeo: mecanismos de proteccién de la superficie ocular

La inervacién sensorial de la superficie ocular, ademds de proporcionar
sensibilidad y participar en el trofismo del tejido, regula dos funciones cruciales en
la proteccién de la superficie ocular: la lagrimacién y el parpadeo. Ambos protegen
mecénicamente la superficie ocular y mantienen su humedad. Son capaces de
generar una respuesta involuntaria ante un estimulo dafiino o potencialmente dafino
que actGe sobre el ojo o los tejidos perioculares. Sin embargo, en ambos
mecanismos cabe distinguir entre una funcién “basal” o “espontanea” y la funcién
refleja. La primera seria mantenida sin ningln tipo de estimulo aparente y en cuyo
control se ha sugerido que también intervienen los receptores sensoriales de la

superficie ocular (Parra et al., 2010, 2014; Quallo et al., 2015).

1.2.4.1. Lagrimacién y pelicula lagrimal.

La superficie ocular estd cubierta por la pelicula lagrimal de unas 3 micras de
grosor (Pflugfelder & Stern, 2020) que proporciona gran parte de los nutrientes
necesarios para mantener el trofismo de la superficie ocular (Beuerman &
Schimmelpfennig, 1980; Nishida, 2005). Estd actualmente aceptado que consta de cuatro
capas que, ordenadas de interior a exterior, son: glicocélix, capa mucosa, capa
acuosa y capa lipidica. El glicocélix, al ser la capa mas inferna, estd en contacto
directo con las microvellosidades de las células del epitelio. Estd formada por

polisacéridos y mucinas producidas por las células estratificadas de la cérnea y la
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conjuntiva. La capa mucosa cubre directamente el glicocélix y estd formada por
Mucina-5AC (MUCS5AC), ofras proteinas, electrolitos y agua secretados por las
células caliciformes conjuntivales. Contiene factores que promueven la cicatrizacién
de heridas, suprimen la inflamacién, eliminan los radicales libres y actlan contra la
infeccién microbiana (Dartt, 2004; Belmonte et al., 2017; Pflugfelder & Stern, 2020). La capa
acuosa contiene principalmente electrolitos, agua, proteinas y pequefias mucinas
solubles producidas por las glandulas lagrimales (principal y accesorias) y el epitelio
conjuntival (Yokoi & Georgiev, 2019). Por Gltimo, la capa lipidica externa esté secretada
por las glandulas de Meibomio, y su funcién principal es la prevencién de la
evaporacién de la capa acuosa de la ldgrima (Mishima & Maurice, 1961; Wong et al.,
2018).

La produccién de las glandulas lagrimales esté regulada por fibras eferentes del
sistema nervioso auténomo, fundamentalmente parasimpéticas, que provienen del
ganglio pterigopalatino y llegan a la gléndula lacrimal con ramas del nervio maxilar
(V2). De hecho, tanto la lesién de las fibras parasimpéticas a nivel pre y post
ganglionar como la administracién de antagonistas muscarinicos producen una
reduccién de la secrecién lagrimal (Ruskell, 1969; Toshida et al., 2007).

La eliminacién de la lagrima se produce por evaporacién y a través del sistema
de drenaje lagrimal, ayudada por el parpadeo. La tasa de evaporacién de la lagrima
estd influida por diversos factores como el tiempo entre parpadeos (exposicién de
la 1agrima), el estado de la capa lipidica de la pelicula lagrimal precorneal, o la
temperatura, la humedad y otras condiciones ambientales como el viento (Wu et al.,

2015).

- Lagrimacién refleja

Cuando un estimulo nocivo (dafiino o potencialmente dafino) se aplica sobre la
superficie ocular, se produce como respuesta un incremento en la produccién de

ldgrima. En este caso, la secrecidén lagrimal es una respuesta refleja ante la
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estimulacién de las neuronas sensoriales corneales, incrementdndose sobre todo la
secrecién acuosa y de mucinas (Kessler et al., 1995). La lagrimacién refleja estd
mediada por la activacién de los nociceptores corneales, fundamentalmente los

nociceptores polimodales (Acosta et al., 2004).

- Lagrimacién basal

La lagrimacién basal es la produccién de lagrima continua, sin que exista un
estimulo aparente que la desencadene. La evidencia cientifica indica que, en
circunstancias normales, la actividad espontdnea de los termorreceptores de frio,
mediada por la activacién de canales TRPM8, constituye un estimulo ténico para la
produccién basal de ldgrimas (Parra et al., 2010; Belmonte & Gallar, 2011). Mientras que
los ojos estédn abiertos, la pelicula lagrimal se evapora, enfriando ligeramente la
superficie ocular (0.3°C/s) (Fujishima et al., 1996). Este enfriamiento es detectado por
los termorreceptores de frio de bajo umbral (LT-HB), apareciendo cambios en su
actividad esponténea. El aumento en la actividad de los termorreceptores de frio
como consecuencia del enfriamiento de la superficie ocular produciria una
subsiguiente respuesta eferente autonémica que incrementaria la produccién
lacrimal. Un hallazgo que fundamenta el papel de los termorreceptores de frio en la
regulacién de la lagrimacién basal es la disminucién de la tasa de lagrimacién basal
a la mitad en ratones knock-out del TRMP8, asi como la disminucién de la tasa basal
de lagrimacién en voluntario sanos expuestos a un ambiente muy célido, que
disminuye el disparo de los termorreceptores de frio de la superficie ocular (Parra et

al., 2010).
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1.2.4.2. Parpadeo

El parpadeo es un acto motor simple que consiste en el movimiento de cierre y
reapertura de los parpados. Desempefia un rol fundamental en la proteccién de la
superficie ocular por ser una barrera fisica. Participa, ademaés, en la humidificacién
de la superficie ocular ya que estimula la produccién lacrimal y favorece su
distribucién por toda la superficie ocular (Tsubota & Nakamori, 1995). El cierre de los
parpados se produce por la contraccién del misculo orbicularis oculi (OO). EI OO
estd inervado por el nervio Facial (VII par craneal), cuyas motoneuronas no tienen
actividad ténica en condiciones de salud. La contraccién del OO se produce tras
recibir trenes de impulsos provenientes de las motoneuronas. La apertura de los
parpados se produce por la contraccién del misculo elevador del parpado y por la
inhibicién del OO. La subida del pédrpado es considerablemente maés lenta (~ 175
milisegundos) que su bajada o cierre (~ 75 milisegundos) (Bologna et al., 2008). El
musculo elevador del parpado esta inervado por el nervio oculomotor comin (lll par
craneal) y sus motoneuronas si exhiben actividad ténica; por lo tanto, dicho misculo
es el responsable del mantenimiento de los ojos abiertos en condiciones normales.
Por Gltimo, el midsculo de Miiller sostiene una contraccidn ténica determinada por la
activacién de nervios simpéticos y contribuye a mantener el ojo abierto. De hecho,
la ptosis palpebral que se produce en el sindrome de Horner es debido a la
denervacién simpética del masculo de Miiller (Evinger, 1995).

El estudio del parpadeo se ha realizado principalmente mediante grabaciones
con cédmaras de video ultrarrdpidas y con registro de electromiografia (EMG) de
superficie del OO (OOkwma). Las caracteristicas de la sefial OOgms, como la duracién
y la amplitud, permiten distinguir tres tipos de parpadeo: voluntario, reflejo y

espontaneo (Evinger et al., 1991; Gruart et al., 1995; VanderWerf et al., 2003) (Figura 3).
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- El parpadeo voluntario

Como su nombre indica, es aquel que se produce por propia voluntad. El OO
es un musculo esquelético por lo que puede controlarse de manera voluntaria. Se
puede inferir que el circuito motor del parpadeo voluntario es diferente del
parpadeo reflejo, pero dichos circuitos no se conocen con detalle (Evinger et al., 1991;

Smit, 2009).

- El parpadeo reflejo

Es el parpadeo evocado por la estimulacién dafiina o potencialmente dafiina de
la superficie del ojo o de cualquier tejido peri-ocular. El circuito neural del parpadeo
reflejo estd muy estudiado y consta al menos de tres componentes bésicos: (1) los
nervios sensoriales de la superficie ocular, que proyectan a (2) las neuronas de
segundo orden de las subdivisiones interpolaris y caudalis del nicleo espinal del
TBNC, las cuales proyectan directamente al (3) nicleo facial motor (VII par craneal),
cuyas motoneuronas inervan el OO (Hiraoka & Shimamura, 1977; Pellegrini et al., 1995;
Henriquez & Evinger, 2007). Al registrar con OOgwnc la respuesta del parpadeo reflejo
se encuentran dos respuestas de diferente latencia (R1y R2). La respuesta de corta
latencia (R1, 10-13 ms) suele ser unilateral y la intensidad de respuesta es
independiente del input sensorial. Se desconoce el circuito responsable de esta
respuesta, pero se sugiere que al ser una respuesta tan répida deberia estar mediada
por fibras gruesas y, por tanto, posiblemente mediada por el nicleo principal del
TBNC. La respuesta de latencia larga (R2, 30-41 ms) es bilateral y sus caracteristicas
si son dependientes del input sensorial. En el circuito responsable de la respuesta
R2 se sugiere que participa el nicleo espinal del TBNC (Panneton et al., 2010). La
activacién de los nociceptores, fundamentalmente los polimodales, es el principal

responsable de inducir el parpadeo reflejo (Acosta et al., 1999).
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- El parpadeo espontédneo

Es el tipo de parpadeo que sucede a lo largo del dia sin ser evocado
aparentemente por un estimulo periférico y que sucede sin que el individuo sea
consciente. De hecho, el sujeto tampoco percibe la pérdida momenténea de la visién
mientras los pérpados estdn cerrados. La frecuencia basal de parpadeo en humanos
se estima en torno a 12-20 veces por minuto, lo que resulta aproximadamente en
14.000 veces por dia (Ponder & Kennedy, 1927; Acosta et al., 1999; Tsubota et al., 1999;
Doughty, 2001; Kaminer et al., 2011), siendo el movimiento mediado por musculatura

esquelética que mas veces realizamos a lo largo del dia (Doughty, 2001).

Parpadeo Voluntario Parpadeo Reflejo Parpadeo Espontaneo

Maxima velocidad
de apertura

\

- Dur

Posicion del parpado :
Fase de E Fase de
clerre apertura

Velocidad del parpado M\/"M

-+— Maxima velocidad de cierre

Amplitud pico
del O0EMG

O0¢wmc

VIRV 9 " o, -

e
Duracion del O0EmG

Figura 3 | Tipos de parpadeo. Representacién de la posicién y la velocidad de movimiento del

parpado y la sefial electromiogréfica (OOgmc) producida por la contraccién del masculo orbicular.
Modificado de Evinger et al., 1991.

El trabajo pionero de Ponder and Kennedy (1927) apuntaba que el parpadeo
espontédneo no dependia exclusivamente de la informacién sensorial de la superficie
ocular, sino que se correlacionaba con diferentes estados cognitivos, proponiendo
un control central sobre el parpadeo espontaneo. Con el tiempo se ha incrementado
el estudio de la influencia de las tareas cognitivas sobre el parpadeo. Por ejemplo,
las tareas cognitivas de atencién visual disminuyen la tasa de parpadeo espontaneo

(Acosta et al., 1999; Himebaugh, 2009; Delicado-Miralles et al., 2023). Por el contrario, las
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tareas no visuales, como problemas de aritmética mental, escuchar mientras se
memoriza o tener una conversacién, incrementan la tasa (Ponder & Kennedy, 1927;
Karson et al., 1981; Bentivoglio et al., 1997; Doughty, 2001; Delicado-Miralles et al., 2023).
Ademads, se ha encontrado una relacién entre la tasa de parpadeo y los niveles de
dopamina del sistema nervioso central (Taylor et al., 1999). Por ejemplo, la frecuencia
parpadeo espontaneo se encuentra reducida en pacientes con parélisis supranuclear
progresiva (Bologna et al., 2008) y en la enfermedad del péarkinson (Karson et al., 1982;
Karson, 1983; Korosec et al., 2006; Kimura et al., 2017). Lo contrario ocurre en pacientes
con esquizofrenia, que muestran tasas de parpadeo incrementadas (C Karson et al.,
1981; Kleinman et al., 1984).

Ponder y Kenedy ya propusieron por primera vez en 1927 que el patrén y la
frecuencia de parpadeo espontdneo podrian estar definidos por el sistema nervioso
central. La propuesta surgié como hipdtesis tras observar que no se suprimia el
parpadeo espontdneo cuando se anestesiaban los tejidos orbiculares y peri-
orbiculares. Actualmente, la propuesta sobre un centro neuronal que determina un
patrén central del parpadeo espontaneo ha ganado més fuerza, e incluso se propone
que dicho centro se encuentra ubicado en el tronco del encéfalo, aunque no hay
informacién sélida que lo contraste. El hallazgo principal que fundamenta esta
propuesta, ademas de la incapacidad de abolir el parpadeo con anestésicos locales
aplicados en el ojo y sus anexos, es la existencia de cierta periodicidad en el
parpadeo espontineo tanto en ratas como en humanos (Kaminer et al., 2011). Una
organizacién temporal ritmica del parpadeo podria ser consecuencia de un
generador central de parpadeos.

Sin embargo, el parpadeo espontdneo también viene determinado por las
condiciones de la superficie ocular, en conjuncién con factores psicolégicos y
medioambientales (Nakamori et al., 1997), y serian los receptores sensoriales que

inervan la superficie ocular los que detectarian su estado. Sin embargo, aunque la

31



Introduccion

contribucién de los nociceptores al parpadeo reflejo estd clara, aln se desconoce
cdmo la actividad de los diferentes tipos de receptores sensoriales de la superficie
ocular contribuye a la regulacién del parpadeo espontdneo. Hay estudios que
relacionan la actividad basal de los termorreceptores de frio con la tasa del parpadeo

basal o “espontdneo” en ratones (Quallo et al., 2015).

En resumen, se postula la existencia de un patrén central establecido por el
sistema nervioso central, en el troncoencéfalo, que determina una organizacién
temporal del parpadeo espontédneo. Este patrdén estd influenciado tanto por la
actividad cognitiva (y, por tanto, gobernado descendentemente por la corteza
cerebral) como por la actividad sensorial procedente de la superficie ocular. Sin
embargo, no existen evidencias sobre cuél de los dos sistemas podria tener mayor

peso en la modulacién del parpadeo espontaneo.

1.3. Inervacién sensorial de la superficie ocular en la Enfermedad de Ojo

Seco

1.3.1. Definicién, diagndstico y clasificacién de la Enfermedad de Ojo Seco (EQS)

En 2017 se actualizé la definicién de la Enfermedad de Ojo Seco (EOS) como
parte del informe del Il International Dry Eye Workshop (DEWS ll) (Craig et al., 2017):
“*Enfermedad multifactorial de la superficie ocular caracterizada por una pérdida de
la homeostasis de la pelicula lagrimal y acompariada de sintomas oculares, en la
que la inestabilidad e hiperosmolaridad de la pelicula lagrimal, la inflamacién y el
dario de la superficie ocular y las anomalias neurosensoriales desempefian funciones
etiolégicas””. El cambio més notable de esta definicién con respecto a la anterior es

la inclusién, por primera vez, de las anomalias neurosensoriales como factor
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etiolédgico de la enfermedad, resaltando también la importancia de los sintomas
sensoriales como el dolor (Craig et al., 2017; Shimazaki, 2018).

La EOS es una enfermedad ocular tan prevalente que se considera un problema
de salud publica (zhang et al., 2020). La prevalencia mundial oscila entre el 5y el 50%
(Stapleton et al., 2017). La edad y el sexo son dos de los principales factores de riesgo,
siendo frecuente en mujeres de avanzada edad (Chia et al., 2003; Moss et al., 2004;
Stapleton et al., 2017). La prevalencia en Espafia se encuentra en torno al 8-11% de la
poblacién adulta (Viso et al., 2009).

El diagnéstico de la EOS se realiza mediante una bateria de pruebas diagnésticas
(Figura 4). Como primer criterio, el paciente tiene que reportar sintomas oculares
mediante alguno de los cuestionarios validados como el “Ocular Surface Disease
Index” (OSDI, indice de Enfermedad de la Superficie Ocular en castellano) o el “Dry
Eye Questionnaire with 5 items” (DEQ-5; cuestionario de ojo seco de 5 items en
castellano). Como segundo criterio (Wolffsohn et al., 2017), el paciente debe dar
positivo (obtener valores alterados) en al menos uno de los siguientes pardmetros:
tiempo de ruptura de la lagrima (TBUT), osmolaridad de la lagrima o tincién de la

superficie ocular con fluoresceina o verde lisamina (Figura 4).
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Diagndstico de la Enfermedad del Ojo Seco

Paciente con
sintomas oculares

DEQ-5 (z6)

Sintomas Negativo — No EOS

(o]
0SDI (213)

Positivo

|

Signos (=1)

1. Tiempo de ruputura de
la lagrima (NIBUT)(<10s)

2. Alta osmolaridad de la

- Negativo
lagrima (=308m0Osm/L)

}

Dolor neuropético o
Estado preclinico de EOS

3. Punteado en la Tincion

corneal (>5 puntos en
cdrnea o > 9 conjuntiva)

Positivo

|
EOS

Figura 4 | Diagndstico clinico de la Enfermedad del Ojo Seco (EOS). DEQ-5: Dry Eye
Questionnaire with 5 items; OSDI: Ocular Surface Disease Index (ver texto).

La EOS se puede clasificar en acuodeficiente o evaporativa, segiin se deba a una
deficiencia en la produccién de la capa acuosa de la ldgrima o a una evaporacién
excesiva, respectivamente (Figura 5). La clasificacién se realiza segin el resultado
de la medicién del volumen lagrimal (Test de Schirmer), de la valoracién de la capa
lipidica de la pelicula lagrimal (debido a su rol primordial en la prevencién de la
evaporacién lagrimal) mediante interferometria y/o del tamafio de las glandulas de

Meibomio, responsables de la produccién del componente lipidico (Craig et al., 2017).
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Clasificacion de la Enfermedad del Ojo Seco

Por predominancia en la etiologia

Acuodeficiente Evaporativa
Bajo Volumen lagrimal Disfuncién de Glandulas de Meibomio:
(Test de Schirmer <10 mm/5 min) - Interferometria:

Dindmica de los lipidos
Grosor de la capa lipidica

- Meibografia:
Area de las Glandulas de Meibomio

Figura 5 | Clasificacién de la Enfermedad del Ojo Seco basada en la etiologia (ver texto).

1.3.2. Cambios en la inervacién sensorial de la superficie ocular en la EOS.

La investigacién basica sobre la EOS ha descrito los cambios estructurales y
funcionales que se producen en los nervios sensoriales de la superficie ocular,
responsables de parte de los sintomas oculares. Dichos sintomas abarcan desde
ligero disconfort hasta dolor o quemazdn intensos que afectan a la calidad de vida
(Belmonte et al., 2017).

La investigacién de las alteraciones morfoldgicas y funcionales en las neuronas
sensoriales del trigémino y sus proyecciones corneales durante la EOS se ha llevado
a cabo fundamentalmente en modelos animales de ojo seco acuodeficiente, que
implican la eliminacién quirdrgica de la gldndula lagrimal principal (Kurose & Meng,
2013; Kovdcs et al., 2016; Belmonte et al., 2017). En este modelo, los nociceptores
corneales muestran signos de sensibilizacién (disminucién del umbral, aumento de

la actividad espontidnea y de la respuesta a un estimulo) (Kovécs et al., 2016). El
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incremento de actividad espontanea de los nociceptores polimodales conlleva a la
liberacién local de sustancias proinflamatorias, contribuyendo a la inflamacién del
tejido periférico (Belmonte et al., 2003). Por ofro lado, se observa también una
sensibilizacién de los receptores de frio, cuya actividad basal y en respuesta a la
estimulacién estdn aumentadas. Como la tasa de lagrimacién basal y el parpadeo
espontdneo estdn regulados por la actividad basal de los termorreceptores de frio
(Parra et al., 2010; Quallo et al, 2015), la alteracién de la actividad de los
termorreceptores de frio en el ojo seco acuodeficiente también puede contribuir a
una alteracién en la produccién lacrimal y de la distribucién de la pelicula lagrimal
sobre la superficie ocular. Los pacientes con EOS muestran intervalos entre
parpadeos menores que los sujetos sanos, es decir, muestran una frecuencia de
parpadeo elevada (Tsubota et al., 1996; Johnston et al., 2013; Su et al., 2018; Mitchell et al.,
2021). Ademds, muestran mayor nimero de parpadeos incompletos o parciales que
los sujetos sanos (Su et al., 2018). Por lo tanto, la alteracién funcional de los
termorreceptores de frio de la cérnea observada en condiciones de EOS contribuye
a la etiologia de la enfermedad y no sélo es una consecuencia (Parra et al., 2014;
Belmonte et al., 2015; Kovacs et al., 2016).

En condiciones de deficiencia lagrimal, la sensibilizacién de los nervios
sensoriales por la presencia mantenida en el tejido ocular de mediadores
inflamatorios como neuropéptidos (Lambiase et al., 2011), citocinas proinflamatorias
(Lam 2009), anticuerpos especificos contra gangliésidos (Giordano et al., 2003) o
células inflamatorias infiltrantes (Kunert et al., 2000) puede, a su vez, favorecer al
desarrollo de una posible sensibilizacién central. Ademés, puede contribuir a
lesionar los nervios o neuronas de la via sensorial, desarrolldndose dolor ocular
neuropatico. Otro factor a tener en cuenta es que con la edad aumenta el riesgo de

EQS, estando correlacionado con la disminucién de la densidad de los nervios

36



Introduccion

corneales (Niederer et al., 2007), sobre todo de termorreceptores de frio (Alcalde et al.,
2018).
En la figura 6 se resumen las alteraciones de los nervios sensoriales de la cérnea

en la EOS y su efecto sobre las sensaciones oculares, la lagrimacién y el parpadeo.

Enfermedad del Ojo Seco

/:?fjﬂ TN -

o 80

Nociceptor polimodal
Mecano-nociceptor

Termorreceptores de frio

<=+
& + +
Dolor
Sequedad Siquedad Basal Refleja Tasa basal Reflejo
Molestia rescor
Sensaciones Lagrimacién Parpadeo

Figura 6 | Cambios en la actividad de los nervios sensoriales de la superficie ocular
(nociceptores y termorreceptores de frio) en la enfermedad de ojo seco y su efecto sobre
las sensaciones oculares, la lagrimacién y el parpadeo. Modificado de Belmonte et al 2017.
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1.3.3. Tratamiento de la EOS: el perfluorohexiloctano (F6H8).

Debido a la etiologia multifactorial de la EOS, no se disponen de tratamientos
especificos que resuelvan la patologia. El enfoque més aceptado actualmente
consiste en administrar tratamientos individualizados y centrados en la fisiopatologia
(O’Neil et al., 2019) aunque ésta no siempre esté clara. Los profesionales de la salud
siguen teniendo dificultades para controlar la EOS de moderada a grave (Asbell &
Spiegel, 2010).

El uso de ldgrimas artificiales es el tratamiento més habitual (O’'Neil et al., 2019)
y su objetivo es reponer el volumen de liquido que cubre el ojo, disminuido por una
produccidn acuosa reducida o por un aumento de su evaporacién (Alves et al., 2013),
a la vez que aumenta la lubricacién y mejora el desplazamiento de los péarpados
sobre la cérnea. Es por ello que la mayoria contienen moléculas como polisacéridos
o polimeros que aportan viscosidad y gran capacidad de retener agua. Mas
recientemente se han introducido en el mercado lagrimas artificiales que aportan,
ademds, algunos componentes lipidicos. Las lagrimas artificiales, cuya composicién
difiere en todos los casos de la de la ldgrima, suelen contener conservantes para
evitar la proliferacién microbiana en el medio. Sin embargo, los mismos
conservantes, como el cloruro de benzalconio, son los responsables de producir
efectos secundarios en los pacientes como picor o irritacién y, a su vez, de lesionar
el epitelio corneal de los pacientes (Baudouin et al., 2010).

Ofro posible tratamiento es el empleo de antiinflamatorios o de
inmunosupresores. La ciclosporina A tépica (CsA) al 0,05 % se ha convertido en
el farmaco inmunosupresor més prescrito en la EOS. Es un antimetabolito fingico
que tiene la capacidad de disminuir la activacién de las células T mediada por la
calcineurina, que regula la expresién de la interleucina -2 (Deveney & Asbell, 2018). En

el caso de la EOS, la CsA también actla directamente sobre las terminaciones
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nerviosas sensoriales sensibilizadas, posiblemente gracias a su actividad como
inhibidor de la calcineurina (Gyenes et al., 2023). Es importante destacar que los
efectos clinicos del tratamiento con CsA pueden empezar a producirse a los 3 meses,
sin embargo, los efectos adversos son frecuentes y acaban siendo la principal causa
de discontinuidad del tratamiento con CsA. Entre los efectos adversos mas frecuentes
encontramos quemazén ocular (17% de los pacientes), hiperemia, sensacién de
cuerpo extrafio en el ojo o prurito (Barber et al., 2005; Perry et al., 2008). Recientemente
se ha aprobado el empleo del derivado del &cido propandico lifitegrast, cuyo
mecanismo de accién como antiinflamatorio consiste en bloquear las interacciones
entre la molécula de adhesién intercelular-1 y el antigeno asociado funcional de
linfocitos-1, que son fundamentales en la activacién y migracién de las células T
(Lollett & Galor, 2018). El lifitegrast al 5% tiene efectos relativamente rapidos
comparado con la CsA y sus efectos secundarios (irritacién o dolor) son menos
frecuentes (Donnenfeld et al., 2016; Holland et al., 2017).

En los Gltimos afios también se utilizan productos derivados de plasma o ricos
en plaquetas, utilizados para promover la cicatrizacién de heridas y la regeneracién
de tejidos (Drew et al., 2018). El objetivo es maximizar la concentracién de factores
tréficos y de crecimiento, moléculas de adhesién celular y citocinas para mejorar el
estado tréfico del tejido (Drew et al., 2018). Las gotas de suero autélogo y/o alogénico
parecen mejorar los signos y sinftomas de la EOS (Celebi et al., 2014; Hussain et al., 2014).

Una de las Gltimas moléculas que se estdn empleando para el tratamiento de la
EOS es el perfluorohexiloctano, un liquido alcalino semi fluorado que se utilizé
inicialmente en oftalmologia como sustituto del humor vitreo (Zeana et al., 1999). Este
peculiar compuesto es fisica, quimica y fisiolégicamente inerte, ligeramente
anfifilico, incoloro y con una densidad superior a la del agua y tensiones superficial
e interfacial muy bajas (Meinert & Roy, 2000). Una de sus principales ventajas es que,

al ser un liquido no acuoso, el crecimiento microbiano es imposible y, por lo tanto,
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no necesita ningln conservante (Zeana et al., 1999), evitando los efectos secundarios.
La evidencia sobre su eficacia clinica estd alin en estudio debido a su relativo
reciente uso como tratamiento para la EOS (Steven et al., 2015). Los principales
trabajos que evallan los efectos del F6H8 aplicado en la superficie ocular en
pacientes con EOS son dos estudios observacionales prospectivos (Steven et al., 2015,
2017) en los que el farmaco redujo los sintomas asociados con el ojo seco. También
encontraron un aumento en el espesor de la capa lipidica y en el tiempo de ruptura
de la pelicula lagrimal. Debido a estos resultados, los autores sugirieron que el F6H8
podria prevenir el aumento de la evaporacién que causa la EOS al formar una capa
protectora y reducir las fuerzas de cizallamiento del parpado durante el parpadeo
(Steven et al., 2015, 2017). Esta idea se ve reforzada por la observacién de que, en
conejos, el F6H8 mejora el grado de calidad de la capa lipidica de la pelicula
lagrimal medida por interferometria manual (Agarwal et al, 2019). Ademés, en
pacientes con EOS de leve a moderada, el F6H8 aumenta transitoriamente el grosor
de la pelicula lagrimal 10 minutos después de su aplicacién (Schmidl et al., 2020). Un
estudio més reciente mostré que el tratamiento tépico con F6H8 reduce
significativamente la tincién corneal en pacientes con EOS sin inducir cambios en el
endotelio corneal, lo que respalda su eficacia y seguridad (Mateo Orobia et al., 2020).
Estos resultados, junto con la baja tensién superficial del compuesto, llevaron a
concluir que la gota de F6H8 (de unos 10 pL) se esparcia uniformemente sobre la
superficie ocular tras la aplicacién, formando una capa protectora sobre la pelicula
lagrimal e impidiendo su evaporacién (Figura 7). Sin embargo, los mecanismos
precisos que explicarian los efectos de F6H8 en la superficie ocular, y
particularmente en la EOS, aln no se conocen con exactitud.

Finalmente, existen tratamientos no farmacolégicos como los dispositivos para
estimular eléctricamente los nervios que inervan las gléndulas lacrimales o la mucosa

nasal, empleados en aquellos pacientes de EOS que muestran un déficit en la
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generacion acuosa de la ldgrima (Merino et al., 2018; Dieckmann et al., 2019; O’Neil et al.,
2019). Otros tratamientos no farmacolégicos proponen ejercicios de parpadeo como
tratamiento adyuvante en la ESO, cuyo objetivo es modificar los patrones de
parpadeo deficientes y mejorar la sintomatologia. Un estudio encuentra cambios
modestos en la calidad de la pelicula lagrimal, en los sintomas reportados por los
pacientes, la proporcién de parpadeos incompletos y en el OSDI (Kim et al., 2021).

En la figura 7 se resumen los tratamientos utilizados para la EOS, asi como el

mecanismo de accién propuesto para el F6H8.
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Figura 7 | Tratamientos empleados en la enfermedad de ojo seco y mecanismo de accién
propuesto para el F6H8.
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2. Objetivos

Sabiendo que la inervacién sensorial juega un papel fundamental en los
mecanismos de proteccién de la superficie ocular como son el parpadeo y la
lagrimacién, el objetivo general de esta tesis ha sido estudiar el papel concreto
que tienen los termorreceptores de frio de la superficie ocular en el control de la

frecuencia y las caracteristicas del parpadeo espontdneo en personas sanas.

Para el logro de este objetivo general se han analizado en primer lugar los
efectos de una nueva molécula recientemente comercializada para el tratamiento de
la enfermedad de ojo seco que estaba resultando clinicamente efectivo, el
perfluorohexiloctano (F6H8). Nuestra hipdtesis principal era que el F6H8 disminuia
la temperatura de la superficie ocular, activando los termorreceptores de frio vy,
consecuentemente, aumentaba la tasa de lagrimacién y la frecuencia de parpadeo.
Los resultados obtenidos nos permitieron concluir que la instilacién de F6H8 es un
método til para disminuir discretamente y manera localizada la temperatura de la
superficie ocular, lo que estimula los termorreceptores de frio, aumentando asi la
lagrimacién y la frecuencia de parpadeo, todo ello sin evocar sensaciones térmicas

ni de disconfort.

En la siguiente etapa, se ha estudiado cémo se afecta la frecuencia y las
caracteristicas del parpadeo espontdneo cuando se modifica la informacién sensorial
de la cérnea, bien inhibiendo la transmisién de impulsos nerviosos con anestésicos
locales o aumentando el disparo de los termorreceptores de frio al tratar tépicamente
con F6H8. La inhibicién o activacidn los termorreceptores de frio de la superficie
ocular se realizé bajo diferentes condiciones experimentales, en concreto con
iluminacién basal y en ausencia de iluminacién, asi como durante la realizacién de

tareas que requerian atencién visual o atencién no visual. Este grupo de
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experimentos nos permitié determinar hasta qué punto los diferentes estados
cognitivos en estas situaciones tienen un mayor o menor peso sobre el control del
parpadeo espontaneo que la entrada sensorial de los termorreceptores de frio de la

superficie ocular.

Por fanto, este trabajo de tesis ha tenido varios objetivos especificos:

1. Determinar mediante termografia por infrarrojos los cambios de la
temperatura de la superficie ocular inducidos por la aplicacién tépica ocular
de perfluorohexiloctano (F6H8) en personas sanas y definir los efectos de
dicho tratamiento sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo

esponténeo, la tasa de lagrimacién y las sensaciones oculares.

2. Comprobar si el aumento de la actividad de los termorreceptores de frio de
la superficie ocular, inducido al enfriar con F6H8 tépico, o su inhibicidn
utilizando anestésicos locales, modifica la frecuencia y las caracteristicas del
parpadeo espontdneo en personas sanas, analizando para ello la amplitud y
duracién de la sefial electromiogréfica del misculo orbicular durante el

parpadeo espontaneo.

3. Determinar si el estado cognitivo (atencién visual y no visual) y la ausencia de
entrada sensorial visual modifican el parpadeo espontdneo en personas
sanas, asi como definir si los efectos ejercidos por el estado cognitivo tienen
una mayor o menor influencia que la actividad de los termorreceptores de

frio oculares sobre el control del parpadeo.
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3. Materiales y métodos

Para la realizacién de esta tesis se utilizaron varios materiales y métodos,

dependiendo de los objetivos.

3.1. Materiales y métodos utilizados para el objetivo especifico 1

Estos materiales y métodos son los utilizados para realizar los experimentos
incluidos en el articulo Delicado-Miralles et al. (2021) que forma parte de esta tesis

doctoral (Anexo ).
3.1.1. Sujetos

Se reclutaron 20 voluntarios jévenes y sanos (? mujeres, 11 hombres; edad media
de 24,1 + 4,4 afos). Tras firmar un consentimiento informado, se realizé una breve
anamnesis a los voluntarios y rellenaron el cuestionario OSDI (Ocular Surface

Disease Index) adaptado a personas de habla hispana (Rodriguez-Torres et al., 2010).

Los criterios de inclusidn fueron personas jévenes y sanas, de 18 a 35 afios. Los
criterios de exclusién comprendieron: enfermedades oculares previas, cirugia
ocular, puntuacién OSDI =12, ser usuario habitual de lentes de contacto y tener
prescrito algln tratamiento tépico o sistémico. Se indicé a los participantes que no
consumieran farmacos antiinflamatorios o analgésicos dispensados sin receta
durante al menos 48 horas previas al estudio. Todos los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con la normativa legal espafiola y la
Declaracién de Helsinki, y siguieron el protocolo UMH.INJGa.03.20 aprobado por
el Comité de Etica e Integridad en la Investigacién de la Universidad Miguel

Hernandez.
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3.1.2. Protocolos experimentales

Se disefiaron dos protocolos experimentales realizados en la misma sala, con
temperatura (24,3 * 1,2 °C) y humedad parcial (40,8 * 8,3 %) controladas. La
posicién de los voluntarios y de los experimentadores, asi como la distancia desde
la cara del sujeto a los distintos objetos de la sala (cdmara de video, salida del aire
acondicionado, puerta, ventanas, efc.) se estandarizé para evitar cualquier variacion
ambiental a lo largo de los procedimientos que pudiera influir en los resultados.
Como el F6H8 no induce punteado corneal (Mateo Orobia et al., 2020), no fue
necesaria la tincién corneal con fluoresceina. De este modo, los efectos del F6H8

no serian enmascarados por la fluoresceina o sus excipientes.

En el protocolo experimental 1, se aplicé en ambos ojos de 13 voluntarios (6

mujeres, 7 hombres) una gota de 10 pL de F6H8 (EvoTears™, Brill Pharma S.L.,
Espafia) o de solucién salina (NaCl 0,9 %, Braun Medical, S.A.), cada uno de los
tratamientos en sesiones diferentes ordenadas de manera aleatoria y separadas al

menos dos dias. En el protocolo experimental 2, a un grupo distinto de voluntarios,

compuesto por 7 sujetos (3 mujeres y 4 hombres), se aplicé una gota de 10 pL de
F6H8 o de solucidn salina (nicamente en el ojo derecho para observar los efectos

unilaterales del tratamiento (Figura 8).

o
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Tiempo tras la instilaciéon (min)

Figura 8 | Ejemplos representativos del efecto del tratamiento tépico con F6H8 o salino
sobre la temperatura de la superficie ocular. Imdgenes termogréficas (adquiridas con una cdmara
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de video de infrarrojo) de ambos ojos tomadas para cuantificar los cambios de temperatura de la
superficie corneal después de la aplicacidn tépica bilateral de solucién salina o F6H8 (A, Protocolo

1) o la aplicacién tépica unilateral (ojo derecho) de F6H8 (B, Protocolo 2).

Los voluntarios del protocolo 1 (aplicacién bilateral de F6H8 o solucién salina)

se distribuyeron a su vez en dos subgrupos (Figura 9A):

- Protocolo 1A. En un primer subgrupo de 7 sujetos (3 mujeres y 4 hombres)
se midid la temperatura de la superficie corneal (TSC) y la frecuencia de
parpadeo (FP) y se evaluaron mediante escalas analégicas visuales las
sensaciones experimentadas en la superficie ocular. Dichas variables fueron
registradas antes del tratamiento (condicién basal) y en diferentes momentos
tras el tratamiento con F6H8 o solucién salina (5, 15, 30 y 60 min).

- Protocolo 1B. En el segundo subgrupo de 6 participantes (3 mujeres y 3
hombres), se midié exclusivamente la tasa de lagrimacién antes y a los 5, 15

y 30 min del tratamiento con F6H8 o solucién salina.

3.1.2.1. Protocolo 1A

3.1.2.1.1. Medicién de la temperatura de la superficie corneal (TSC).

La TSC se midié con una cdmara de video termogréfica de infrarrojos (InfRec
R300SR, Nippon Avionics Co. Ltd., Tokio, Japdn). Cada sujeto se sentd
cédmodamente con la cabeza apoyada en una mentonera y fijando la mirada en la
cémara, situada a una distancia de 50 cm. Los pardmetros de grabacién (zoom 1,6x;
320 x 240 pixeles; 60 fps; emisividad de 0,96), asi como la extraccién de datos
(érea circular de 1 cm? -rango de 0,93-1,01 cm? localizada en la cérnea) se realizaron
con un software especifico (InfRec Analyzer NS9500 Standard, Nippon Avionics Co.

Ltd.) (Figura 9B). Ambos ojos se grabaron a la vez durante 1 minuto. Al inicio de la
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grabacién, los sujetos mantuvieron los ojos cerrados durante tres segundos, los
abrieron y parpadearon espontdneamente sin instrucciones durante el resto de la
grabacién. Los valores de TSC fueron calculados promediando la temperatura de
ambas superficies delimitadas en la cérnea en cada ojo al comienzo del Gltimo
periodo entre parpadeos registrado, considerdndose ésta la variable principal para

definir los efectos del tratamiento con F6H8 y solucién salina sobre la TSC.

3.1.2.1.2. Sensaciones evocadas en la superficie ocular

Las sensaciones evocadas en la superficie ocular se midieron antes y en
diferentes momentos tras el tratamiento con F6H8 o solucidén salina, siempre
inmediatamente tras la finalizacién de la termografia. Los sujetos utilizaron diferentes
escalas analdgicas visuales (EVAs) de 10 cm; donde O representa la ausencia de
sensacion y 10 es la méxima sensacidon que pueden imaginar (Acosta et al., 2001a,
2001b) para valorar cada una de las siguientes sensaciones experimentadas en la
superficie ocular: frio, escozor, sequedad, punzante, sensacién de cuerpo extrafio,

picor, arenilla, fatiga ocular, ojos llorosos y molestias inducidas por la luz.

3.1.2.1.3. Frecuencia de parpadeo (FP)

La FP se midié contando el nimero de parpadeos durante el minuto siguiente a
la evaluacién de las sensaciones. Se pidié a los voluntarios que leyeran en voz alta
las letras de una tabla LogMar colocada a 1 m de distancia, de izquierda a derecha
y de arriba abajo mientras el experimentador contaba manualmente el nimero de
parpadeos. Los sujetos no sabian que se estaban contando sus parpadeos para evitar
el condicionamiento por la situacién experimental (Goto et al., 2002). La FP se calculé
como el nimero de parpadeos durante la duracién de la tarea para cada sujeto. El
tiempo medio de la tarea fue de 24,6 * 8,6 segundos. La medicién se realizd antes

y a los 5, 15, 30 y 60 minutos tras el tratamiento tépico correspondiente.
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3.1.2.2. Protocolo 1B. Volumen de ldgrima

El volumen de ladgrima se evalué en condiciones basales y a los 5, 15y 30 minutos
tras la administracién del tratamiento tépico correspondiente, utilizando hilos de rojo
de fenol comerciales colocados cuidadosamente durante 30 segundos en el saco
conjuntival inferior, cerca del canto temporal. El volumen de lagrima se expresé

como la longitud de hilo himedo, medida en mm utilizando una regla.

3.1.2.3. Protocolo 2

Se registrd la TSC como se ha descrito en la seccidén 1.2.1.1, analizando la TSC
en ambos ojos antes y a diferentes tiempos tras la aplicacién, solo en el ojo derecho,
de F6H8 (5 y 60 minutos). Para describir mejor los efectos del F6H8 sobre la TSC
se analizaron varios pardmetros a partir de la grabacién de video, promediando los
valores obtenidos de 6 periodos entre parpadeos con el fin de reducir la variabilidad
(Figura 9C). Los pardmetros inicialmente analizados en las imdgenes de termografia
infrarroja fueron: (a) valor de la TSC inmediatamente antes de un parpadeo, (b) valor
de la TSC inmediatamente después del parpadeo y (c) valor de la TSC
inmediatamente antes del siguiente parpadeo. A partir de los valores de esos
parédmetros, se calcularon posteriormente tres pardmetros més: (d) el cambio de la
TSC durante el parpadeo (calculado como b menos a), (e) el cambio de la TSC
durante el intervalo entre dos parpadeos (calculado como ¢ menos b) y (f) la
variacién de la TSC entre parpadeos consecutivos (calculado como ¢ menos a).
Ademaés, se calcularon otros pardmetros como (g) la duracién del movimiento de
parpadeo (calculada como el tiempo entre ay b) y (h) la pendiente del descenso de

temperatura durante el primer segundo del intervalo entre parpadeos (IBl, de sus
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siglas en inglés, interblink interval). Adem&s de determinar esos pardmetros en la
superficie corneal, se midié la temperatura de 1 cm? de la piel del parpado en los
diferentes puntos temporales antes y después del tratamiento con gotas (tanto con

F6H8 como con la solucién salina).

3.1.3. Respuesta del F6H8 y de la soluciéon salina a los cambios de

temperatura

Se colocé una sonda de temperatura termopar, flexible y ultrafina (IT-23,
Physitemp Instruments LLC, Clifton, NJ, EE. UU.), en el fondo de un tubo Eppendorf
que contenia 1 ml de F6H8 o de solucién salina o nada (aire). Se realizaron 4
observaciones por condicién. La temperatura se registré continuamente mediante la
sonda, que enviaba la informacién captada a un termémetro digital (BAT-12
Microprobe Thermometer, Physitemp Instruments LLC), se digitalizaba y almacenaba
para su andlisis offline (Figura 9D). La temperatura en el interior del tubo se
modificaba a voluntad mediante un dispositivo controlador de temperatura de
fabricacidén casera cuya célula Peltier se colocd en el interior del tubo. El Peltier
permitia cambiar rdpidamente la temperatura entre 15 y 50°C, aunque sdlo se
exploré el rango de temperatura cercano a los valores normales de temperatura de
la superficie ocular. A partir de una temperatura Peltier en reposo (Treiier) €N torno a
los 34°C, se incrementé la temperatura en 3°C a un ritmo aproximado de 0,030
°C/s. Tras 8 minutos a 37°C, se indujo un enfriamiento de 3°C con el Peltier a una
velocidad de enfriamiento similar a la del calentamiento previo. El Peltier y la
temperatura del fluido del tubo (Trsns, Tsaiino © Taire) S registraron simultdneamente y
se almacenaron en un ordenador utilizando una interfaz CED micro1401y el software
Spike2 v8.02 (Cambridge Electronic Design Ltd., Milton, Cambridge, RU) para su

posterior anélisis off-line. Los experimentos se realizaron también en una habitacién
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con la temperatura ambiente y la humedad parcial controladas (23-24°C y 40%,

respectivamente).
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Figura 9 | Protocolo experimental y métodos utilizados para alcanzar el objetivo especifico
1. A. Distribucién de los participantes entre los diferentes protocolos experimentales. En el protocolo
experimental 1, se aplicé F6H8 o solucién salina en ambos ojos, mientras que en el protocolo
experimental 2, se aplicé F6H8 solo en el ojo derecho. TSC: temperatura de la superficie corneal.
FP: frecuencia de parpadeo. B. La TSC se calculé a partir de imagenes termogréficas de video por
infrarrojos. Los valores de temperatura de un 4rea de 1 cm? de la superficie de la cérnea
(circunferencias blancas) se promediaron para obtener el valor de la TSC en cada tiempo estudiado.
C. Parémetros medidos a partir de las imégenes termograficas para cuantificar la dindmica de la TSC.
Se seleccionaron aleatoriamente seis intervalos entre parpadeos (IBl, de sus siglas en inglés: interblink
interval) y se analizaron las siguientes variables: (a) valor de la TSC inmediatamente antes de un
parpadeo; (b) valor de la TSC inmediatamente después del parpadeo; (c) valor de la TSC
inmediatamente antes del siguiente parpadeo; (d) cambio de la TSC durante un parpadeo, calculado
como b-a; (e) cambio de la TSC durante el IBI, calculado como c-b; y (f) cambio de la TSC entre
parpadeos consecutivos, calculado como c-a. El tiempo entre a y b se consideré como la duracién
del movimiento de parpadeo. Ademas, se calculé la pendiente de la disminucién de la temperatura
durante el primer segundo del IBI (linea de puntos). D. Representacién esquemética de la
configuracién experimental utilizada para medir la dindmica de los cambios de temperatura de F6H8
y la solucién salina durante los cambios de temperatura inducidos con una célula de Peltier colocada
dentro del liquido en un tubo. La temperatura se midié con un termopar sumergido en el liquido
contenido en un tubo. Tea: temperatura de la célula de Peltier medida con un sensor PT100. Tees,
Tsalino Y Taire: temperatura medida con un termopar colocado dentro de F6H8, solucién salina o

recipiente vacio, respectivamente.
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3.1.4. Anélisis de datos

El célculo del tamafio muestral para el anélisis de comparacién por pares (t test
pareado) se realizé utilizando Gpower*3.1,14 considerando un tamafio del efecto
de 1,5 (d de Cohen), una potencia de 0,8 y un error a de 0,05. El nimero minimo
de sujetos se establecié en n=6, de modo que el tamafio muestral de participantes
en cada subconjunto del protocolo experimental fuera suficiente para alcanzar la

significacién estadistica.

Todos los anélisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics
(versién 25.0). Primero se realizé un anélisis descriptivo para detfectar posibles
valores atipicos. Después se estudié la distribucién de los datos con la observacién
de las gréficas de cajas y bigotes de cada variable y con la prueba de Kolmogorov-
Smirnoff. Cuando fue necesario, se compararon las varianzas mediante la prueba de
Levene para la igualdad de varianzas. Las variables con distribucién normal se
compararon con la prueba t de Student pareada, ANOVA o ANOVA de medidas
repetidas (RM ANOVA). Cuando las variables mostraron una distribucién no normal
se compararon con la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Las variables categéricas

se compararon con la prueba de la x2.

A menos que se indique lo contrario, los datos se presentan como media +
desviacién estdndar (mediana + rango intercuartilico, en caso de no cumplir el
supuesto de normalidad). El umbral de significacién estadistica se establecié en
p<0,05. Los gréficos se realizaron con el programa informético SigmaPlot (Systat

Software Inc., San José, CA, EE. UU.).
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3.2. Materiales y métodos utilizados para los objetivos

especificos 2y 3

A continuacién, se exponen los materiales y métodos utilizados para la
consecucién de los objetivos especificos 2 y 3, cuyos resultados estan recogidos en

un segundo articulo que se encuentra en preparacién.

3.2.1. Sujetos

Doce voluntarios sanos (7 mujeres, 5 hombres; edad media 28,67 + 6,68 afios)
participaron en este estudio. Cada sujeto firmé un consentimiento informado tras
una cuidadosa explicacién y lectura de una hoja informativa sobre los
procedimientos experimentales y las condiciones del estudio. Tras el consentimiento
informado sobre el protocolo experimental y el tratamiento de datos, se realizé una
breve historia clinica que incluia informacién sobre variables que constituyeran un
criterio de exclusién (véase apartado 1.1) o que pudieran influir en los resultados
por afectar el estado de la sensibilidad ocular (ingesta de férmacos antiinflamatorios
y analgésicos, la fase del ciclo menstrual, la presencia de dolor crénico o agudo,
etc.). Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con
la ley espafiola (RD 53/2013) y la Declaracién de Helsinki, y siguieron un protocolo
aprobado por el Comité de Etica e Integridad en la Investigacién de la Universidad

Miguel Herndndez (UMH.INJGa.03.20).

3.2.2. Sensaciones evocadas en la superficie ocular

Se pregunté a los sujetos sobre la percepcién consciente (si/no) de sus ojos
(consciencia de la superficie ocular) y se evaluaron las sensaciones oculares

experimentadas (irritacidn, sequedad, picor, sensacién de lagrimeo, quemazdn, frio
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y dolor) al final de cada condicién (ver apartado 2.4) usando Escalas de Valoracién
Numéricas verbales (NRS, del inglés Numerical Rating Scale) de 0-10, siendo O

ninguna sensacién y 10 la méxima sensacién imaginable (Acosta et al., 2001a).

3.2.3. Electromiografia de superficie del misculo orbicularis oculi

La actividad eléctrica del muasculo orbicular del parpado (OOems) se midid
usando electrodos de superficie (30 mm, Dormo® Ag/AgCl). Un electrodo se
colocd en la parte central del margen infraorbitario de cada ojo, formado por la
unidén de los huesos cigomético y maxilar. Un Gnico electrodo de referencia se colocé
en el centro de la frente. Para reducir la impedancia de los electrodos, se limpié la
piel con una gasa estéril empapada en alcohol (Sheedy et al., 2005). Las sefiales
electromiogréficas fueron amplificadas, filiradas (0.001-5 kHz) (Wireless 2100
System, Multi Channel Systems, Harvard Bioscience, Inc., EE. UU.) y adquiridas a 40
kHz mediante una interfase (IFB-C multiboot) y el software especifico Spike2. Ese
mismo software se empleé para analizar off-line las sefales eléctricas. Se midié la
amplitud y la duracién de la sefial OOems asociada a cada parpadeo (Figura 10) y se
calculé el valor medio de ambos pardmetros para cada sujeto y en cada condicién.
A fin de reducir la varianza de la sefial entre sujetos, la amplitud se normalizé para
cada sujeto con respecto a la obtenida en condiciones control (Allison et al., 1993;
Arendt-Nielsen et al., 1996). Para medir la amplitud y la duracién de la fase negativa de
la sefial OO¢emgs, en el programa Spike2 se cred un script, o secuencia de comandos,
para detectar la deflexién negativa de la sefial OOgms, correspondiente a la
despolarizacién del misculo OO durante el parpadeo, para automatizar la deteccién
de cada evento y la extracciéon de datos. Ademas, se calculé el promedio de las
sefiales OOgmc de todos los eventos para cada sujeto y condicidén. Asimismo, a partir

de los datos obtenidos se calcularon la FP y el IBI (Figura 10).
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Figura 10 | Registro de la actividad electromiogréfica del masculo orbicular del parpado
(OOkms) y parédmetros medidos. La figura izquierda muestra la localizacién de los electrodos para
realizar el registro de la actividad eléctrica. La parte derecha muestra un ejemplo de registro de la
actividad OOgwmc en condicidn control. La duracién de la fase negativa y la amplitud de las sefiales se
midieron para cada evento eléctrico asociado a un parpadeo esponténeo.

3.2.4. Protocolo experimental

El protocolo experimental constaba de dos sesiones realizadas en dias diferentes,

con un intervalo de 7 dias entre ellos. El protocolo se resume en la Figura 11.

El dia 1, las sefales OOewmc y las sensaciones oculares se midieron mientras los
sujetos se sometian a cuatro condiciones experimentales, de 5 minutos de duracién

cada una:

A. Control. Los sujetos estaban sentados cémodamente, mirando a la pared frontal

de la sala con la luz encendida.

B. Oscuridad. La misma medicién se realizé después, esta vez con la luz apagada.
Para asegurar la oscuridad total, se cubrié el ordenador con una pieza de tela

opaca de PVC y se taparon las juntas de la puerta con cartén oscuro.
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C. Realizacién de una tarea de atencién visual (AV). A continuacién, los sujetos

realizaron una tarea de discriminacién visual en un ordenador. Aparecian cinco
imdgenes consecutivas y aleatorias durante un minuto y los sujetos intentaban
encontrar personas, animales u objetos ocultos. Cuando los sujetos terminaban
la prueba, lo indicaban dando un golpe con el dedo indice en el teclado del

ordenador. Indicando al experimentador que habian concluido la tarea.

D. Realizacidon de una tarea de atencién no visual (N-AV). La tarea no visual

consistia en escuchar cinco grabaciones de audio aleatorias con problemas
matematicos y éticos. Al finalizar el enunciado de cada problema, disponian de
un minuto para comunicar la solucién. Se insistia a los sujetos que debian estar
calculando o reflexionando sobre los dilemas durante el minuto entero. De la
misma manera que en la tarea AV, si por cualquier motivo los sujetos finalizaban

la tarea antes de cumplir un minuto, debian indicarlo con un golpe con el indice.

En ambas tareas atencionales, para realizar grabaciones de 5 minutos de
duracién, si los sujetos terminaban la tarea antes de ese tiempo, se sometian a

problemas o imégenes adicionales hasta completar el tiempo.

Una semana después (dia 2 de experimentacidn), se volvieron a realizar la EMG
y el anélisis de las sensaciones en las cuatro condiciones experimentales, pero esta
vez tras la aplicacién tépica, en ambos ojos, de una gota de 10pl de F6H8
(EvoTears®, Novalig GmbH) o de un combinado comercial de anestésicos locales
(AL) que contiene oxibuprocaina (4mg/ml) y tetracaina (Img/ml) (Colirofta
Anestésico Doble, Barcelona). Si bien en caso del AL solo fue necesaria una
aplicacién al principio del experimento, ya que la duracién de su efecto supera la
duracidn de la sesién (Liu et al., 1993; Verma et al., 1997; Douet et al., 2013), el F6H8 tuvo

gue administrarse nuevamente entre la tercera y la cuarta condicién para asegurar
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el mantenimiento de sus efectos, de alrededor de 20 minutos sobre la frecuencia de

parpadeo (Delicado-Miralles et al., 2021).

Parpadeo
bia 1 ESF’;“_‘a"e"d Mediciones:
(n=12) »|  €ncondiciones de »|  Orbicularis oculi EMG
Luz, oscuridad y tareas Sensaciones Oculares
de atencion visual
y no visual
Aplicacién Aplicacion
Dia2 | _______ . de de
(n=12) F6HS LA
(n=6) (n=6)

Figura 11 | Protocolo experimental para los objetivos 2 y 3 (véase el texto).

3.2.5. Anélisis estadistico

Todos los anélisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics
(versién 26.0.). Se realizé un anélisis descriptivo para detectar posibles valores
atipicos (outlier values). Después se estudié la distribucién de los datos de cada
variable con la observacién de las gréficas de cajas y bigotes, asi como con la prueba
de Kolmogorov-Smirnoff. Se utilizé la prueba Ty la prueba T pareada para muestras
independientes y dependientes, respectivamente, o las pruebas equivalentes no
paramétricas en los casos donde no se cumplié la asuncién de normalidad. Las
variables categéricas se compararon mediante la prueba de x2. Las varianzas se
compararon mediante la prueba de Levene para la igualdad de varianzas, cuando

fue necesario.

Los datos se presentan como media * desviacién estandar (mediana + rango
intercuartilico, en caso de no cumplir el supuesto de normalidad). El umbral de

significacién estadistica se establecié en p<0,05.
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4. Resultados

A continuacién, se exponen los resultados de la presente tesis. En el caso de los
resultados correspondientes al objetivo 1, los datos son los resultados publicados en
el articulo que se acompaiia en el Anexo | (Delicado-Miralles et al., 2021). Los resultados
correspondientes a los objetivos 2 y 3, ademés de en esta memoria, se incluyen en

un manuscrito actualmente en preparacién (Delicado-Miralles et al., en preparacién).

4.1. Efectos de la aplicacién de F6H8 sobre la superficie ocular

4.1.1. Efectos de la aplicacién tépica de F6H8 o de solucidn salina en ambos

ojos

En primer lugar, en siete personas jovenes voluntarias sanas (3 mujeres, 4
hombres) estudiamos los efectos de la instilacién tépica bilateral de una gota de 10
pl de F6H8 sobre la temperatura de la superficie corneal (TSC), la frecuencia de
parpadeo (FP) y las sensaciones evocadas (protocolo 1A). Estas variables se
estudiaron antes y a diferentes tiempos (5, 15 y 60 min) tras del tratamiento. Ademés,
en ofras 6 personas jévenes voluntarias (3 mujeres y 3 hombres) se estudié los
efectos del F6H8 sobre la tasa de lagrimacién (Protocolo 1B). En todos los casos, los
resultados obtenidos tras la aplicacién de F6H8 se compararon con los obtenidos

tras la instilacién de solucién salina.
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4.1.1.1. Sensaciones evocadas

Se evaluaron varias sensaciones oculares (sensacién de frio, sequedad,
guemazdn, picor, molestia punzante, sensacién de cuerpo exirafio, arenilla, fatiga
ocular, lagrimeo y molestias inducidas por la luz) experimentadas por los voluntarios
antes y en diferentes momentos tras el tratamiento correspondiente. En general, ni
el tratamiento con F6H8 ni con solucién salina evocaron sensaciones oculares en
ninguno de los punfos temporales estudiados, siendo O la mediana de las
puntuaciones. A modo de ejemplo, la Tabla 1T muestra los valores de la EVA de las
sensaciones oculares evaluadas 5 min después del tratamiento tépico bilateral con
F6H8 o solucién salina. Ademas, no se encontraron diferencias entre los tratamientos
con F6H8 y solucién salina en la proporciéon de sujetos que comunicaron haber
experimentado alguna sensacién tras el tratamiento (Tabla 1), aunque 5/7 sujetos
diferenciaron el F6H8 de la solucién salina. Dos sujetos informaron de visién borrosa

durante unos segundos inmediatamente tras la aplicacién de F6H8.

F6HS8 Salino

Sensaciones oculares Intensida Ndmero de Intensidad Namero de

ddela sujetos con de la sujetos con

sensacién sensaciones sensacién sensaciones
Frio 0 (0.0) 1/7 0 (0.0) 1/7
Sequedad 0 (0.0) 0/7 0 (0.0) 17
Quemazdn 0 (0.0) 1/7 0(3.2) 2/7
Molestia punzante 0 (0.0) 0/7 0 (0.0) 0/7
Cuerpo extrafio 0 (6.0) 2/7 0(7.1) 1/7
Picor 0 (0.0) 1/7 0 (6.8) 3/7
Arenilla 0 (4.8) 1/7 0 (0.0) 1/7
Fatiga ocular 0 (0.0) 1/7 0 (0.0) 0/7
Lagrimeo 0 (0.0) 0/7 0 (8.4) 2/7
Molestias inducidas por 0 (0.0) 0/7 0 (1.3) 1/7

la luz
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Tabla 1| Sensaciones de la superficie ocular evaluadas 5 min después del tratamiento tépico
bilateral con una gota de 10 pL de F6H8 o de solucién salina. Los datos mostrados en cada
columna son: mediana (IQR) de unidades de la EVA; nimero de sujetos que respondieron/nimero
total de sujetos explorados. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados con
F6H8 y con solucién salina para ninguna sensacién (prueba de rangos con signo de Wilcoxon y
prueba de chi cuadrado).

4.1.1.2. Temperatura de la superficie corneal

Los valores de la TSC se calcularon promediando la temperatura de 1 cm? de
superficie corneal (véase Figura 9B) de las imdgenes termogréficas infrarrojas
tomadas inmediatamente después de la apertura del ojo (véase Figura 9C, pardmetro
b), antes y en diferentes momentos tras el tratamiento tépico (véase Figura 8). La
TSC disminuyd significativamente después del tratamiento con F6H8 en comparacién
con el valor antes del tratamiento (p= 0,001, ANOVA de medidas repetidas; p=
0,001, p= 0,008 y p= 0012 a los 5, 15 y 60 min, respectivamente; prueba post hoc
de Dunnett; n= 7) (Figura 12A). Por el contrario, la instilacién bilateral de solucién
salina no modificé la TSC en ninguno de los tiempos tras el tratamiento (Figura 12A,

inset).

4.1.1.3. Volumen de ldgrima

Tras el tratamiento con salino, no se encontraron cambios significativos en el
volumen de ladgrima medido con hilos de rojo de fenol (p= 0,640, ANOVA de
medidas repetidas; n= 6) (Figura 12B, inset). El volumen de lagrima aumenté
ligeramente y sélo a los 5 min después de F6H8, aunque el cambio no fue
estadisticamente significativo (p= 0,151, ANOVA de Medidas Repetidas; n= 6)

(Figura 12B).
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4.1.1.4. Frecuencia de parpadeo

La aplicacién bilateral de solucién salina no afecté a la FP en ningdn punto
temporal estudiado (inserto de la Figura 12C, insef). Por el contrario, la aplicacién
de F6H8 aumentd significativamente la FP en comparacién con la frecuencia previa
al tratamiento, siendo significativo este aumento durante los 15 minutos posteriores
al mismo (p = 0,004, ANOVA de medidas repetidas; p = 0,015y 0,008 alos 5y

15 min, respectivamente, prueba post hoc de Dunnett, n = 7) (Figura 12C).

M salino
W FsH8
A B [
36.0] __ 60 30] ;
E 1l :
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E T § &
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| o
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Tiempo tras el tratamiento (min) Tiempo tras el tratamiento (min) Tiempo tras el tratamiento (min)

Figura 12 | Efectos de la instilacién tépica de F6H8 o solucién salina en ambos ojos. (A) TSC
medida al principio del Gltimo intervalo entre parpadeos capturado en imédgenes termogréficas
infrarrojas; p = 0,001, ANOVA de Medidas Repetidas; **p < 0,01 prueba de Dunnett n = 7. (B)
Volumen de ldgrima medido con hilos de rojo de fenol; no hubo diferencias significativas, ANOVA
de medidas repetidas, los datos son la media + desviacién estdndar, n = 6. (C) Frecuencia de
parpadeo (FP); p < 0,005, ANOVA de medidas repetidas; *p < 0,05, **p < 0,01, prueba de
Dunnett, n =7.

4.1.2. Efectos de la administracién unilateral de F6H8 en la temperatura de

la superficie ocular

En un grupo diferente de personas voluntarias (n = 7; Protocolo 2), se midié la
TSC antes y después de la aplicacién de una gota de F6H8 aplicada sélo en el ojo

derecho, para comparar la dindmica de la temperatura durante los intervalos entre
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parpadeos (IBl) en el ojo tratado con la del ojo contralateral, no tratado. Para ello,

se analizé la evolucién de los valores de la TSC a lo largo de los IBI (Figura 9C).

Confirmando los resultados obtenidos en los experimentos del protocolo 1, los
valores de TSC del ojo tratado al inicio del IBI fueron més bajos en las mediciones
hechas a los 5y 15 min tras la aplicacién del F6H8 (p = 0,001, ANOVA de medidas
repetidas; p = 0,002 y 0,007, respectivamente, prueba post hoc de Dunnett; n =
7), siendo el efecto méximo a los 5 min después del tratamiento (Figura 13A). Por el
contrario, en los ojos no tratados, no se observd ningln cambio significativo de los
valores de la TSC al inicio del IBI en ninguno de los puntos temporales estudiados
(Figura 13A). Los valores de TSC obtenidos al inicio del IBI fueron significativamente
inferiores en los ojos que recibieron F6H8 que en los ojos no tratados a los 5y 15
min después del tratamiento (p = 0,001y 0,023, respectivamente, prueba t pareada;

n = 7) (Figura 13A).

Para confirmar que el efecto de enfriamiento al tratar con F6H8 se limitaba a la
superficie ocular, también medimos la temperatura de la piel del péarpado,
observando que ésta no se modificaba significativamente en el parpado del ojo
tratado con F6H8 (35,01 £ 0,61°C vs 35,3 + 0,44°C, antes y 5 min después del
tratamiento, respectivamente; p = 0,072, prueba t pareada) ni en el del ojo no

tratado (34,98 + 0,57°C vs 35,37 £ 0,53°C; p = 0,052).

Ademés de obtener los valores absolutos de temperatura, también se calcularon
los cambios de temperatura en varias circunstancias a partir de las imagenes de
video tomadas antes de tratar con F6H8 y a los 5 min (cuando se obtenia la mayor
reduccién de temperatura) o los 60 min después del tratamiento con F6HS8. En
concreto, se calculé el aumento de la TSC provocado mientras los parpados

permanecian cerrados en cada parpadeo, la evolucién de la temperatura entre
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parpadeos consecutivos y el enfriamiento de la superficie corneal durante el IBI
(Figura 13B-D). Ademés de partir de una temperatura mas baja al inicio del IBI (Figura
13A), el descenso de la temperatura durante el 1Bl fue més prominente en los ojos
tratados con F6H8 a los 5 min del tratamiento, y recuperd los valores basales a los
60 minutos (Figura 13B, barras rojas). Este efecto no se produjo en el ojo no tratado

(Figura 13B, barras vacias).
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Figura 13 | Efectos de la instilacién tépica unilateral de F6H8 sobre los valores de la TSC
medidos a partir de imdgenes de termografia por infrarrojos. (A) TSC medida
inmediatamente después del parpadeo, es decir, al principio del intervalo entre parpadeos (IBl). (B)
Cambio de la TSC entre el inicio y el final del IBI. (C) Cambio de la TSC entre parpadeos
consecutivos. (D) Variacién de la TSC durante el parpadeo. Los datos son la media + desviacién
estdndar, n = 7; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, prueba t pareada.

70



Resultados

Durante el IBI, los ojos tratados con F6H8 se enfriaron més rdpidamente que los
ojos no tratados, como refleja la méas répida pendiente del descenso de la
temperatura durante el primer segundo del IBl obtenida en imégenes obtenidas a
los 5 min del tratamiento con F6H8 (0,078 + 0,16°C/s vs -0,165 * 0,82°C/s, antes
y 5 min después del F6H8, respectivamente; p < 0,01, prueba t pareada). Por el
contrario, la pendiente de descenso de la temperatura durante el IBl no cambié
significativamente en el ojo no tratado (-0,061 £ 0,145°C/s vs -0,082 + 0,101°C/s,

antes y 5 min, respectivamente; p = 0,437).

La reduccién de la TSC inducida por F6H8 se presentd inmediatamente después
de su aplicacién, aunque la magnitud del efecto fue aumentando con el tiempo
durante los primeros 15 min tras el tratamiento (Figuras 8B, 13A). El enfriamiento
creciente durante este tiempo se evidencid por las diferencias significativas
obtenidas al comparar los valores de TSC de parpadeos consecutivos que tuvo el

maximo entre 5y 15 minutos (Figura 13C).

A continuacién, comparamos los valores de TSC medidos inmediatamente antes
y después de un parpadeo para valorar la magnitud del calentamiento de la
superficie ocular que se producia durante el tiempo en que los ojos estaban
cerrados. Este aumento de la TSC producido durante el parpadeo fue
significativamente mayor en los ojos tratados con F6H8 que en los ojos no tratados
(Figura 13D). Como este calentamiento de la superficie ocular se produce por
transferencia de calor entre la conjuntiva palpebral vascularizada y el tejido corneal
avascular, especulamos si el mayor calentamiento durante el parpadeo se debia a
una mayor duracién del cierre ocular en los ojos tratados con F6H8 y, por tanto, a
un mayor tiempo de contacto de la cérnea con un tejido vascularizado. Para discernir
este punto, utilizamos las grabaciones de video para medir la duracién del

parpadeo, encontrando que la duracién del cierre ocular no se modificé
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significativamente tras la aplicacién de F6H8 (0,59 + 0,14 ms vs. 0,65 + 0,18 ms,
antes y 5 min tras la aplicacién de F6H8, respectivamente; p = 0,128, prueba t

pareada).

4.1.3. Respuesta térmica del F6H8 y de la solucién salina a los cambios de

temperatura

Se realizaron mediciones con una sonda térmica utilizando el disefio
experimental descrito en la Figura 9D. Encontramos que para una temperatura
constante en torno a 33-34°C mantenida de la célula Peltier (Teerier) y una temperatura
ambiente de unos 23°C, la temperatura de la solucién salina (Tsino) €ra cercana a
32°C; es decir, alrededor de 1°C mas baja que la Teerer (Figura 14A). La temperatura
medida en F6H8 (Trens) en estas condiciones era de unos 29°C; es decir, alrededor
de 4-5°C més baja que la Teeier (Figura 14A). En este sentido, la Trsns se comportd
de manera similar a la temperatura en el interior del tubo medida sin ningan liquido

(Taie), unos 4°C inferior a la Teetier (Figura 14A).

Al cambiar la temperatura de la Peltier, las temperaturas Tsino, Trers Y Taire
siguieron los cambios de la Teeier (Figura 14A), manteniendo la diferencia descrita
en el pérrafo anterior para cada fluido. La comparacién de las temperaturas Tsaiino Y
Trens, medidas mientras se realizaban escalones de temperatura ascendentes o
descendentes, mostré dos curvas de histéresis diferentes (Figura 14B). Tsiino mostrd
una fasa mas lenta de aumento o descenso de la temperatura en comparacién con
Trens. Ademas, las tasas de calentamiento y de enfriamiento en el interior de cada
fluido mostraron que el F6H8 tendia a enfriarse mas rdpidamente que la solucién
salina. Ademés, en nuestras condiciones experimentales, la velocidad de
enfriamiento de Treus fue mas alta para temperaturas cercanas a los 34°C (Figura

14B).
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Figura 14 | Resultados de la adaptacién térmica del F6H8 y la solucién salina a los cambios
de temperatura generados con una placa Peltier. (A) Ejemplos del registro de la temperatura
medida en el interior de tubos conteniendo F6HS8, solucién salina o vacios (aire) durante el
calentamiento o enfriamiento experimental en las condiciones explicadas en Métodos (véase Figura
9D). (B) Curvas de histéresis de la temperatura medida durante el calentamiento (simbolos rellenos)
o el enfriamiento (simbolos vacios) dentro de solucién salina (gris) y F6H8 (rojo).
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4.2. Efectos de la actividad de los termorreceptores de frio en la

frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontédneo

4.2.1. Sensaciones oculares y parpadeo espontdneo en diferentes
condiciones experimentales (control, oscuridad y realizacién de tareas

qgue requieren la atencidn visual o no visual)

En ausencia de tratamiento tépico ocular, la proporcién de personas voluntarias
que reportaron la percepcién consciente de la superficie ocular fue similar en
condiciones control (luz; 25%) y en oscuridad (33.3%). La realizacién de ambas
tareas atencionales (AV y N-AV) redujo hasta cero esa proporcién (Tabla 2). En
comparacién con las condiciones de reposo de control y oscuridad, la realizacién
de AV y N-AV también redujo hasta valores cercanos a cero las valoraciones de las

diferentes cualidades de las sensaciones oculares experimentadas (Tabla 2).

Consciencia de la »
o n F Sensacién de i )
superficie ocular Irritacion . Quemazén Picor Sequedad
. lagrimeo
(% de sujetos)
A
ST F6H8 AL ST F6H8 AL ST F6H8 L ST F6H8 AL ST F6H8 AL ST F6H8 AL
Control 25 83.3% 66.7 1 0 0 o 0 1 0 0] o 0 0] 0 0,5 0 2,5
ontro . .
() 2 M (5) (3) 2 2 (1) () ) (6) ()
Oscuridad B 67 50 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0 ° ° 18
scurida .
3 M M (1) (1) M (3) (3) (4)
Atencién 0 0
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6] 6] 0 6] 0 0
visual (1) (1)
Atencién 0 0 0 (o]
. 0 0 16.7 0 0 0 0 0] 0] 0 0 0 0 0
no visual (1)

Tabla 2. Sensaciones oculares experimentadas en diferentes condiciones experimentales,
sin tratamiento o con tratamiento tépico con perfluorohexiloctano o anestésicos locales. Se
muestran los datos obtenidos en las diferentes condiciones experimentales (Control, oscuridad,
realizacién de tareas AV y N-AV), sin tratamiento (ST) o tras el tratamiento tpico con una gota de un
colirio comercial de perfluorohexiloctano (F6H8) o de anestésicos locales (AL). Los datos de la
primera columna son el % de voluntarios que refirieron una sensacién consciente de la superficie
ocular (* p < 0,05, Chi?). El resto de las columnas muestran la mediana y, entre paréntesis, el rango
intercuartilico de los valores asignados a las diferentes cualidades de las sensaciones evocadas,
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medidas con una escala de valoracién numérica (NRS). No se encontraron diferencias significativas
al comparar las sensaciones valoradas por el grupo sin tratamiento (ST, n = 12) en las diferentes
condiciones (control, oscuridad, AV y N-AV). Tampoco entre los datos obtenidos con los diferentes
tratamientos (ST, F6H8 y AL) en cada condicién experimental (n = 6). Los valores asignados a la
sensacién de dolor no figuran en la tabla, ya que fueron O en todas las condiciones y tratamientos.

Los valores de la frecuencia de parpadeo esponténeo fueron similares en
condiciones de luz (Control) y oscuridad. La realizacién de tareas que requerian AV
disminuyé significativamente la FP, mientras que las tareas de N-AV aumentaron la
FP (p<0,05, ANOVA RM y prueba de Dunnett, en comparacién con la condicién
Control; Figura 15A). De forma coherente, se observé el efecto opuesto en la
duracién del IBI durante la realizacién de AV y N-AV (p<0,001, ANOVA RM y
prueba de Dunnett, en comparacién con la condicién Control; Tabla 3, Figura 1B).

La oscuridad no modificé el IBI respecto a la condicién Control.

En cuanto a la sefial OOgmc generada durante el parpadeo esponténeo, tanto
las tareas AV como las N-AV aumentaron su amplitud (siendo el aumento significativo
en el caso de las AV; p<0,05, ANOVA RM y test de Dunnett, comparando con la
condicién Control) y disminuyeron su duracién (Figura 15C-D). En condiciones de
oscuridad, disminuyé significativamente la amplitud (p <0,001, ANOVA RM vy test
de Dunnett, comparado con el control) y aumentd ligeramente la duracién de la sefial
OOeme (Figura 15C-D). Esto sugiere que durante la realizacién de tareas que
requieren atencién (especialmente de tipo visual) se modifica el control del
parpadeo, resultando en sefiales OOeve de mayor amplitud, pero de menor
duracién. Esto contribuiria a disminuir el tiempo en que los parpados permanecen
cerrados y, por tanto, a aumentar el tiempo en el que es posible generar informacién
visual en la retina. En situaciones en las que la informacién visual ya esté restringida
(por ejemplo, en condiciones de oscuridad) las sefales eléctricas del OO son de

menor amplitud y mayor duracién.
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Figura 15 | Frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en diferentes condiciones
experimentales (Control, en oscuridad, realizacién de tareas AV y N-AV). A. Frecuencia de
parpadeo espontdneo (FP), n=12. B. Duracién del intervalo entre parpadeos (IBl). Los IBI se
ordenaron por duracién y se compararon las Varianzas (Prueba de Levene para la igualdad de
varianzas; n = 1077 Control; 971 oscuridad; 285 AV; 1689 N-AV). C. Media e intervalo de confianza
de la sefial OOems registrada durante todos los parpadeos registrados en todos los sujetos en las
diferentes condiciones experimentales. D. Amplitud normalizada y duracién de la sefial OOgmc
registrada en las diferentes condiciones experimentales (n = 1062 en condicién Control, n = 993 en
oscuridad, n = 304 en AV y n = 1075 en N-AV). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; ANOVA RMy
test de Dunnett como comparacién post hoc.

4.2.2. Efectos del tratamiento tépico con perfluorhexiloctano (F6H8)
sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en

condicién Control (en reposo y con iluminacién normal)

Como parte del protocolo experimental, se estudié la frecuencia y
caracteristicas del parpadeo espontidneo, asi como las sensaciones oculares, tras
instilar sobre la superficie ocular una gota de F6H8 para reducir la temperatura de
la superficie ocular y, consecuentemente, provocar un aumento del input periférico
de los termorreceptores de frio. Como se ha indicado en el apartado anterior, parte
de los sujetos reportaron sensaciones oculares de valores moderados tras el
tratamiento tépico ocular con F6H8 en la situacién control, siendo estadisticamente
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significativo el porcentaje de voluntarios con percepcidn consciente de la superficie
ocular (véase Tabla 2). Ademas, la FP aumenté significativamente tras el tratamiento
con F6H8 (Tabla 3, Figura 16A). Ademas, disminuyé significativamente la duracién
media de los IBI, que se hicieron més regulares ya que disminuy4 la variabilidad de
su duracién (Tabla 3, Figura 16B). En cuanto a la sefial OOegwmgc, el tratamiento con
F6H8 aumentd ligeramente la amplitud y disminuyé la duracién (Tabla 3, Figura 16C-
D). Asi, en la condicién de Control (en reposo y con iluminacién normal), instilar

F6H8 provocd parpadeos més frecuentes y ligeramente més rapidos.

FP IBI Amplitud OOeme Duracién OOemc
(parpadeos/min) (s) (mV) (s)

ST F6H8 ST F6H8 ST F6HS8 ST F6H8
Control 18.2+55 30.7%£11.9* 3.56%1.1 2.13+0.7** 1+0 1.35+0.3 0.21+0.04 0.18+0.03
Oscuridad 19.6 + 8.7 29+£11.1* 3.48+1.4 2.4+ 0.94+0.2 1.05+0.3 0.23+0.04 0.2+0.04

24.2+4.28*

AV 8+3.8 . 7.9%+5 2.5%0.4 1.4+0.2 1.6+0.5 0.18+0.02 0.16+0.01
N-AV 28.4+10.9 37.8%£11.97* 2.45+0.8 1.7+0.5* 1.25+0.3 1.38+0.3 0.19+0.03 0.17+0.02

Tabla 3. Efectos del F6H8 sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontédneo en
diferentes condiciones experimentales. Se muestran la frecuencia de parpadeo (FP), la duracién
de los intervalos entre parpadeos (IBl) y la amplitud y duracién de la sefial OOemc en diferentes
condiciones experimentales (Control, oscuridad, AV y N-AV).ST: sin tratamiento. *p< 0,05, **p<

0,01; Test de pares, comparacién entre STy F6H8, N = 5 sujetos).

4.2.3. Efecto del tratamiento tépico con anestésicos locales sobre la
frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en condicién

Control (en reposo y con iluminacién normal)

En el protocolo experimental se incluyé una sesién en la que los participantes
recibieron tratamiento tdpico ocular con un colirio comercial con anestésicos locales,
con la finalidad de estudiar las caracteristicas del parpadeo y las sensaciones
oculares cuando estd inhibida la conduccién de informacién sensorial desde la

superficie ocular hacia el SNC. En la condicién Control, el tratamiento con AL indujo
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sensaciones oculares y tendié a aumentar la percepcién consciente de la superficie
ocular (Tabla 2). Al menos la mitad de los voluntarios (3/6) refirieron picor y
sensacién de sequedad inmediatamente tras la aplicaciéon. Estas sensaciones iniciales
son debidas, muy probablemente, al efecto directo de los conservantes presentes en
su composicién, especialmente el clorobutanol, sobre las terminaciones nociceptivas
de la cérnea y la conjuntiva y desaparecian al empezar a hacer efecto los dos
bloqueantes de canales de Na* que contiene, como principios activos, el colirio
usado. Cuando se bloqueaba la entrada sensorial periférica de la superficie ocular
aplicando AL, no se modificaron significativamente la FP, la duracién media del IBI
o la variabilidad de los IBI (Tabla 4, Figura 17A-B). Asimismo, los valores de la
amplitud y duracién de la sefial OOgwmc fueron similares a los obtenidos en condicién

Control sin tratamiento con AL (Tabla 4, Figura 17C-D).

FP IBI Amplitud OOeme Duracién OOemc
(parpadeos/min) (s) (mV) (s)

ST AL ST AL ST AL ST AL

Control 20+ 153 16.8 £ 11.59 4.7£2.2 4.7+5.1 10 1.1£0.2 0.21£0.03  0.2+0.04
Oscuridad 17.7 £18.2 1.9 £13.7 7%1 7.5£8.7 0.78+0.2 0.84+0.3 0.24+0.04 0.22+0.03
AV 82+44 7.3 £3.42 9.29+8.9 6.712.8 1.2+0.4 1.3£0.5 0.25+0.08 0.2+0.03
219

N-AV 13.79 21.1+£16.06 3.141 4.1+2.2 1.11£0.3 1.12+0.4 0.2+0.02 0.2+0.02

Tabla 4. Efectos de la anestesia local de la superficie ocular con oxibuprocaina y tetracaina
(AL) sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo. Se muestran la frecuencia
de parpadeo (FP), la duracién de los intervalos entre parpadeos (IBl) y la amplitud y duracién de la
sefial OOgms en diferentes condiciones experimentales (Control, oscuridad, AV y N-AV). ST= sin
tratamiento. No hubo diferencias significativas entre ST y F6HS, test de pares, N = 6 sujetos.
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Figura 16 | Efecto del tratamiento tépico con perfluorohexiloctano (F6H8) o con anestésicos
locales (AL) sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en condicién
Control (en reposo y con iluminacién normal). A. Frecuencia de parpadeo esponténeo (FP), n=5-
6. B. Duracién del intervalo entre parpadeos (IBl). Los IBI se ordenaron por duracién y se compararon
las varianzas (prueba de Levene para la igualdad de varianzas, n = 1077 Sin tratamiento; n = 951

F6H8; n = 454 AL). C. Media e infervalo de confianza de la sefial OOgmc de todos los parpadeos
registrados en todos los sujetos en condicién Control, con y sin tratamiento. D. Amplitud normalizada
y duracién de las sefiales electromiograficas (n = 1062 Sin tratamiento, n = 950 F6H8 y n = 440 AL).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ttest o Mann Whitney, tomando como control los datos Sin

tratamiento.

4.3. Caracteristicas y frecuencia del parpadeo espontdneo
durante la activacién o la inhibicién de los termorreceptores de
frio de la superficie ocular en condiciones que modifican el

estado cognitivo (tareas AV y N-AV) y el input visual (oscuridad)

4.3.1. Efecto del F6H8 y los AL sobre el parpadeo espontédneo en

condiciones de ausencia de luz (Oscuridad)

En ausencia de entrada sensorial visual por estar en oscuridad, los efectos de
tratamiento con F6H8 y AL sobre la FP y el IBI fueron los mismos que en la condicién
de control. Tras F6H8 aumentd la FP y disminuyé la duracién y variabilidad de los
IBI (Tabla 3, Figura 17A-B) y los AL disminuyeron ligeramente la FP y aumentaron la

duracién del IBI, aunque sin afectar a su variabilidad (Tabla 4, Figura 17A-B). En
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cuanto a los efectos de F6H8 y AL sobre la sefial OOgwms, también fueron similares
que en la condicién control. Tras F6H8 aumenté la amplitud y disminuyd la duracién
de la sefial (Tabla 3, Figura 17C-D), mientras que los AL no produjeron cambios

significativos (Tabla 4 y Figura 17C-D).
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Figure 17 | Efecto del tratamiento tépico con perfluorohexiloctano (F6H8) o con anestésicos
locales (AL) sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en condiciones
de ausencia de luz (Oscuridad). A. Frecuencia de parpadeo espontaneo (FP), n=5-6. B. Los IBl se
ordenaron por duracién y se compararon las Varianzas (prueba de Levene para la igualdad de
Varianzas, n = 971 sin tratamiento; n = 851 F6H8; n = 322 AL. C. Media e intervalo de confianza de

la sefial OOeme de todos los parpadeos de todos los sujetos. D. Amplitud normalizada y duracién de

la sefial OOemc (n = 993 en la condicién Oscuridad + Sin tratamiento, n = 784 en la condicién
Oscuridad + F6H8 y n = 330 en la condicién Oscuridad + AL). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
ttest o Mann Whitney respecto a “Sin tratamiento”.

4.3.2. Efecto de F6H8 y AL sobre el parpadeo espontdneo en

condiciones de atencidn visual (AV)
El tratamiento con F6H8 previno del efecto de las tareas AV sobre la FP, la

duracién y variabilidad de los IBI (Tabla 3, Figura 18A-B) y también sobre la sefial

OOkmc (Tabla 3, Figura 18C-D). Asi pues, el efecto que tiene la activacién de la
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entrada sensorial desde la periferia con F6H8 sobre el parpadeo espontédneo parece

prevalecer sobre el efecto ejercido por el estado atencional.

Por su parte, el tratamiento con AL tendié a disminuir el FP y aumentd
significativamente la variabilidad de los IBI, debido al aumento de los IBI de duracién
larga (Tabla 4, Figuras 18A-B). La amplitud y duracién del OOgmc fueron similares

durante la tarea visual sin tratamiento y con AL (Tabla 4, Figura 18C-D).
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Figura 18 | Efecto del tratamiento tépico con perfluorohexiloctano (F6H8) o con anestésicos
locales (AL) sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en condiciones
de atencién visual (AV). A. Frecuencia de parpadeo espontdneo (FP), n = 5-6. B. Los IBl se
ordenaron por duracién y se compararon las Varianzas (prueba de Levene para la igualdad de
Varianzas, n = 285 sin tratamiento; n = 437 F6H8; n = 167 AL. C. Media e intervalo de confianza de
la sefial OOeme de todos los parpadeos de todos los sujetos. D. Amplitud normalizada y duracién de

la sefial OOemg en los distintos grupos (n = 304 en la condicién AV + Sin tratamiento, n = 454 en la
condicién AV + F6H8 y n = 174 en la condicién AV + AL). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ttest
o Mann Whitney, comparacién con “Sin tratamiento”.
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4.3.3. Efecto de F6H8 y AL sobre el parpadeo espontédneo en

condiciones de atencién no visual (N-AV)

El F6H8 mantuvo su efecto durante las tareas N-AV, aumentando la FP y
disminuyendo la duracién y la variabilidad de los IBI (Tabla 3, Figura 19A-B), asi
como aumentando la amplitud y disminuyendo la duracién de la sefial OOgwmc (Tabla

3, Figura 19C-D).

El tratamiento con AL no produjo ningln cambio en la FP ni en la duracién
de los IBI frente a la condicién sin tratamiento durante la tarea N-AV (Tabla 4, Figura
19A-B). Sin embargo, si se incrementd la variabilidad de los IBI (Figura 19B). El
tratamiento con AL no modificé significativamente la amplitud ni la duracién de la

sefial OOgms durante la tarea N-AV (Tabla 4, Figura 19C-D).
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Figura 19 | Efecto del tratamiento tépico con perfluorohexiloctano (F6H8) o con anestésicos
locales (AL) sobre la frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo en condiciones
de atencién no visual (N-AV). A. Frecuencia de parpadeo esponténeo (FP), n = 5-6. B. Los IBl se
ordenaron por duracién y se compararon las Varianzas (prueba de Levene para la igualdad de
varianzas, n = 1689 sin tratamiento; n = 1058 F6H8; n = 728 AL). C. Media e intervalo de confianza
de la sefial OOemc de todos los parpadeos de todos los sujetos. D. Amplitud normalizada y duracién

de la sefial OOgmc de los diferentes grupos (n = 1701 en la condicién N-AV + Sin tratamiento, n =
1075 en la condicién N-AV + F6H8 y n = 739 en la condicién N-AV + LA). *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001, ttest o Mann Whitney, comparacién con “Sin tratamiento”.
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5. Discusidn

En la presente tesis exploramos, en primer lugar, los efectos del perfluorohexiloctano
(F6H8), componente Gnico de un colirio usado como tratamiento para el ojo seco,
con el fin de intentar profundizar en los mecanismos que explican sus efectos
positivos en esta patologia. Hasta el momento se sabia que el F6H8 estabiliza la
pelicula lagrimal (Steven et al., 2015, 2017), pero nuestro trabajo encontré que,
ademds, el F6H8 es capaz de incrementar el input de los termorreceptores de frio
corneales ya que disminuye la temperatura de la superficie del ojo. Este aumento de
la actividad de los termorreceptores de frio como consecuencia del ligero
enfriamiento de la cérnea produce un incremento de la lagrimacién y la frecuencia
de parpadeo (FP), pero no llega a evocar sensaciones oculares. Por lo tanto, el F6H8
resulté una herramienta interesante para la investigacién en humanos, ya que permite
incrementar ligeramente el input sensorial de los termorreceptores de frio sin evocar
sensaciones, a diferencia de lo que puede ocurrir con otras moléculas que aumentan
la actividad de los termorreceptores de frio como el mentol (Kovécs et al., 2016).
Estudiar la contribucién de la actividad de las diferentes clases de nervios sensoriales
de la cérnea a las sensaciones oculares y a la regulacién de la lagrimacién y el
parpadeo puede ayudar a comprender la patofisiologia y el tratamiento de una

patologia tan prevalente y molesta como es el ojo seco.

En segundo lugar, nos propusimos estudiar cudl es la influencia de los
termorreceptores de frio de la superficie del ojo sobre el parpadeo espontdneo. No
solo estudiando la frecuencia, sino incluyendo un anélisis de las sefales
electromiogréficas OOgwc asociadas que determind la amplitud y duracién de esas
sefiales, asi como la duracién de los intervalos entre sefiales consecutivas (IBl). En el

campo de investigacidn del parpadeo espontaneo, se ha propuesto que la FP viene
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determinada por un mecanismo central (Kaminer et al., 2011) que estd modulado por
la funcidn cognitiva (Karson et al., 1981; Tsubota et al., 1996; Bentivoglio et al., 1997; Acosta
et al., 1999; Doughty, 2001; Himebaugh, 2009; Liu et al., 2019), aunque la actividad de los
termorreceptores de frio también parece tener un papel en su control (Quallo et al.,
2015). Pero este papel de los termorreceptores de frio de la superficie ocular no
habia sido estudiado en profundidad, ni comparada su influencia con la de la
funcién cognitiva o los diferentes estados atencionales. Con nuestros experimentos
demostramos que incrementar la actividad de los termorreceptores de frio enfriando
la superficie ocular con F6H8, ademés de incrementar la FP, cambia las
caracteristicas de la sefial electromiogréfica del parpadeo. Sin embargo, disminuir
el input sensorial de la cérnea con la instilaciéon de anestésicos locales (Luna et al.,
2021) no produce cambios significativos ni en la frecuencia ni en la sefial de OOgmc

del parpadeo esponténeo.

Ademés, tratamos de responder a la pregunta: écudl de las dos fuentes de
modulacién del parpadeo esponténeo (el input sensorial procedente de la superficie
ocular o la modulacién descendente de la corteza cerebral) tiene mayor influencia?
Para ello, estudiamos los efectos de la oscuridad (para reducir en todo lo posible la
informacién visual) y la realizacién de tareas atencionales (tanto las que requieren
atencién visual como las que requieren atencién no visual) sobre el parpadeo
espontaneo (Ponder & Kennedy, 1927; Tsubota et al., 1996; Bentivoglio et al., 1997; Acosta et
al., 1999; Doughty, 2001; Himebaugh, 2009), comparando los resultados obtenidos sin
tratamiento con los obtenidos después del tratamiento tépico con una gota de colirio
de F6H8 o de anestésicos locales. En nuestro trabajo, hemos podido demostrar que
los efectos de incrementar el input sensorial mediado por los termorreceptores de
frio de la superficie ocular tras instilar F6H8 se produjeron también durante las

diferentes pruebas de atencién y en oscuridad. En especial, el tratamiento con F6H8
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previno los cambios en el parpadeo que se producen durante la atencién visual, de
manera que la realizacién de tareas que requieren atencién visual no redujo la FP
en sujetos tratados con F6H8. Por el contrario, se observaba en ellos una FP elevada
y con parpadeos que muestran una sefial de OOeme de mayor amplitud y menor
duracién que en situacién control, sin tratamiento con F6H8. Estos resultados
sugieren que la actividad sensorial originada en la superficie ocular mediada por los
termorreceptores de frio tiene una influencia sobre el control del parpadeo mayor
que la del estado cognitivo, lo que podria ayudar a impedir un exceso de desecacién

de la superficie ocular.

No existe literatura previa sobre cuél es la contribucién de los distintos tipos
funcionales de neuronas sensoriales que inervan la superficie ocular a definir la
frecuencia y las caracteristicas (amplitud y duracién) del parpadeo espontaneo, ni
que compare si la entrada sensorial desde la superficie ocular podria interferir, o
no, sobre la modulacién del parpadeo que ejercen el estado cognitivo y la atencién.
Por tanto, més alléd de constituir un anélisis descriptivo de las sefiales de OOgwc del
parpadeo espontadneo en varias situaciones experimentales, este trabajo constituye
una importante novedad al establecer la preponderancia de la informacién sensorial
sobre la temperatura de la superficie ocular, que en (ltima instancia se asocia al
nivel de humedad, sobre la modulacién descendente que la corteza cerebral ejerce

sobre el parpadeo en determinados estados atencionales.

5.1. El perfluorohexiloctano disminuye la temperatura de la superficie ocular,

aumentando la actividad de los termorreceptores de frio

Las evidencias disponibles hasta el momento Gnicamente mostraban que el efecto

beneficioso del F6H8 en la EOS se basaba en su capacidad para estabilizar la
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pelicula lagrimal, presumiblemente reforzando el papel la capa lipidica y reduciendo
consecuentemente la evaporacién del componente acuoso de la lagrima. Debido a
su baja tensién superficial, el F6H8 puede actuar como un surfactante, formando
monocapas en la interfase agua/aire (Gaines, 1991). Por ello, el F6H8 se ha
introducido en el mercado como tratamiento alternativo de la EOS durante los Gltimos
5 afios, especialmente para su forma evaporativa, que se debe principalmente a la
disfuncién de las gléndulas de Meibomio (DGM) (Steven et al., 2015, 2017; Lam et al.,
2020; Schmidl et al., 2020) y en la que los pacientes muestran una elevada tasa de
evaporacién de la ldgrima (Wong et al., 2018). Se ha descrito que, tras 4-8 semanas
de tratamiento con F6H8, los pacientes con DGM muestran un incremento del grosor
de la pelicula lagrimal y, especificamente, de la capa lipidica (Schmidl et al., 2020);
de los valores del test de Schirmer |, y del tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal
(TFBUT), asi como una reduccién de las puntuaciones en el OSDI total, lo que, en

conjunto, supone una mejora sintomatolégica (Steven et al., 2015, 2017).

Hasta donde sabemos, nuestras observaciones son la primera demostracién de que
la aplicacién tépica de F6H8 en el ojo humano disminuye de manera importante y
durante un tiempo prolongado la temperatura de la superficie ocular. Ese efecto es
maximo a los 5 minutos después de la administracién de F6H8, con una disminucidn
de la temperatura de unos -0,7°C de media, aunque la temperatura se mantiene
reducida de manera significativa durante al menos una hora. No conocemos el
mecanismo biofisico preciso que explica esa disminucién de la temperatura de
superficie que muestran las imagenes termogréficas por infrarrojo después de
aplicar F6H8. En condiciones control, la temperatura de la superficie ocular cambia
durante el parpadeo. Es més alta al abrir los parpados y se produce un enfriamiento
progresivo durante el intervalo entre parpadeos. La velocidad de ese enfriamiento

se ha relacionado con la tasa de evaporacién de la lagrima, en el que el paso del
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estado liquido a vapor usaria el calor del tejido corneal que, al perderlo, se enfriaria.
Podria pensarse que el enfriamiento tras FGH8 se debe a un aumento de la tasa de
evaporaciéon de la ldgrima. Sin embargo, hay evidencias que apuntan en sentido
contrario. La evaporacién de la ldgrima tras la administracién tépica de F6HS,
medida en conejos sanos, presenta un incremento transitorio a los 5 minutos de la
instilacién de F6H8. Sin embargo, a los 60 y 90 minutos, la tasa de evaporacién
presenta valores inferiores a los de la condicidn basal (Agarwal et al., 2019). Adema4s,
en ese mismo trabajo también encontraron tasas de evaporacién incrementadas
transitoriamente tras la aplicacién de suero salino, por lo que los autores atribuyeron
ese hallazgo al aumento del volumen lagrimal que sucede tras administrar un liquido,
sea acuoso o F6H8. Un mecanismo alternativo podria ser que el enfriamiento se
produce por la evaporacién de la propia molécula, aunque el F6H8 presenta una
baja tasa de evaporacién, especialmente en comparacién con otros alcanos
semifluorinados (in vitro, <1,5% se evapord en 1 hora, y < 50% en més de 24 horas)
(Agarwal et al., 2018). Esa baja tasa de evaporacidn, junto a la inmiscibilidad del F6H8
con la solucién acuosa que constituye la lagrima, permitiria explicar el efecto
prolongado que hemos observado en la temperatura corneal, que permanece
reducida incluso una hora después de la instilacién del colirio de F6H8. En conjunto,
los resultados obtenidos sugieren que el enfriamiento de la superficie ocular
producido tras la aplicacién de F6H8 puede deberse a un aumento de la
conductividad térmica y el consiguiente aumento de la pérdida de calor de la

superficie ocular al entorno.

De manera paralela al enfriamiento corneal, se observé un aumento de la FP y la
tasa de lagrimacién. Considerando la influencia de la actividad de los
termorreceptores de frio sobre ambos mecanismos de proteccién ocular (Parra et al.,

2010; Quallo et al., 2015), no resulta sorprendente encontrar cambios en el parpadeo y
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la lagrimacién como consecuencia del incremento de actividad de los
termorreceptores de frio secundario al enfriamiento de la superficie ocular. Desde
las observaciones clasicas de Mapstone (Mapstone, 1968) se ha sugerido que el
parpadeo y la lagrimaciéon se consideran respuestas fisiolégicas reflejas que
contrarrestan el enfriamiento de la superficie ocular producido durante la apertura
del ojo. Los termorreceptores de frio tipo HB-LT aumentan su actividad de disparo
como consecuencia de los cambios de temperatura (~ -0.5°C) y osmolaridad (que
se considera que supera 800 mOsm cerca de los “puntos secos” de la pelicula
lagrimal precorneal) que suceden durante el intervalo entre parpadeos (Parra et al.,
2014), lo que evocar el reflejo de parpadeo (Belmonte et al., 2015). Los resultados
obtenidos apoyan nuestra hipétesis de que el descenso de la temperatura corneal
producido por el F6H8 aumenta el disparo de los termorreceptores frio HB-LT hasta

un nivel suficiente para incrementar la FP y la produccién lacrimal.

Sin embargo, el enfriamiento inducido por el F6H8 no es lo suficientemente intenso
como para inducir un aumento de la actividad de los termorreceptores de frio lo
suficientemente grande para evocar sensaciones de frio. Como ya hemos
mencionado, el descenso de temperatura promedio producido por el F6H8 en la
superficie ocular fue de unos 0.7 °C. Estudios psicofisicos previos demuestran que
las sensaciones de frio se evocan cuando la superficie ocular se enfria entre 1y 2°C
(Acosta et al., 2001a, 2001b). Esto encaja con el hallazgo de que la disminucién de la
temperatura causada por el F6H8 no provoca sensacién de frio. Ya que el F6H8 no
produjo ninguna sensacién consciente, sus efectos sobre el parpadeo y la
lagrimacién tampoco puede achacarse a la activacién de las fibras nerviosas
corneales nociceptivas, cuya activacién evoca parpadeo y lagrimeo reflejos (Acosta

et al., 2001a, 2001b).
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5.2. Aumentar la actividad de los termorreceptores de frio de la superficie
ocular aumenta la frecuencia de parpadeo espontdneo y afecta sus

caracteristicas

En este trabajo se ha comparado el efecto de incrementar la entrada sensorial
mediada por los termorreceptores de frio al aplicar F6H8 con el efecto de disminuir
la entrada sensorial. Al no haber moléculas lo suficientemente selectivas como para
inhibir la actividad de los termorreceptores de frio sin afectar la actividad de otros
receptores sensoriales, se opté por abolir totalmente la conduccién de potenciales
de accién de todas las fibras nerviosas sensoriales de la superficie ocular mediante

la aplicacién tépica de AL.

En consonancia con nuestros resultados del objetivo 1 (Delicado-Miralles et al., 2021),
en la segunda parte del trabajo, relacionada con el objetivo 2, confirmamos que la
aplicacién de F6H8 no inducia sensaciones oculares claras, pero provocaba un
aumento de la FP. En este segundo grupo de experimentos, entre los pardmetros
que tuvimos en cuenta para determinar los efectos del F6H8 sobre el parpadeo
espontdneo analizamos la distribucién de la duracién de los intervalos entre
parpadeos (IBl), que aporta informacién no solo sobre la frecuencia, sino también
sobre el patrén de parpadeo. Encontramos una disminucién del valor medio de
duracién de los IBl y una disminucién de su variabilidad. El cambio en la distribucién
de los IBI, que tendieron a ser mas cortos, podria deberse simplemente al aumento
de la FP, que haria que fuesen menos frecuentes los parpadeos con IBl muy largos
que suceden esporadicamente en condiciones control. Ademés, encontramos que
la forma de la sefial OOemc producida con el parpadeo cambid tras la aplicacién de
F6H8. En esas condiciones, la sefial eléctrica generada por el misculo orbicular fue

significativamente més corta y de mayor amplitud.
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La aplicaciéon del AL bloquea la actividad de todos los nervios sensoriales de la
superficie ocular, incluidos los termorreceptores de frio, los nociceptores y los
mecanorreceptores de bajo umbral del borde de los parpados (Brock et al., 2001;
Kovécs et al., 2016; Luna et al., 2021). El efecto de anestesiar por completo la superficie
ocular sobre el parpadeo es controvertido, ya que mientras que la mayoria de los
datos publicados informan de una disminucién significativa de la FP esponténea o
basal (Collins et al., 1989; Nakamori et al., 1997; Naase et al., 2005; Borges et al., 2010), otros
trabajos no encuentran cambios significativos (Ponder & Kennedy, 1927). Ademaés, no
existen trabajos que estudien cuél es el efecto de la anestesia de la superficie ocular
sobre la distribucién de los IBl o las caracteristicas del parpadeo espontédneo. En
nuestros experimentos, la FP disminuyé tras aplicar AL, aunque no
significativamente, cambiando en ocasiones la distribucién de los IBl pero no
produciendo cambios significativos en los pardmetros medidos en las sefiales
OOkems. La aplicaciéon del colirio comercial con AL suele producir inicialmente
malestar y escozor debido a que contiene conservantes que activan las fibras
sensoriales nociceptivas (Kaur et al, 2009). Por tanto, no se podria descartar
completamente que los parpadeos reflejos evocados a esa breve irritacién estén
enmascarando una posible disminucién de la FP, como sugieren algunos trabajos
publicados anteriormente (Collins et al., 1989; Nakamori et al., 1997; Naase et al., 2005;
Borges et al., 2010). Los datos obtenidos en el presente trabajo podrian apoyar la idea
de que habria un patrén central que definiria la tasa minima de parpadeo. Esa
frecuencia minima de parpadeo no decrece ni se afecta cuando disminuye la entrada
sensorial desde la superficie ocular. En resumen, nuestros resultados muestran, por
primera vez, que el incremento del input sensorial mediado por los termorreceptores
de frio corneales es capaz de modificar, no sélo la FP, sino la duracién y la

contraccién del misculo orbicular durante el parpadeo.
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5.3. El aumento de la actividad de los termorreceptores de frio de la
superficie ocular tiene una mayor influencia sobre el parpadeo esponténeo

que el estado cognitivo atencional

En este trabajo hemos explorado también la posible modulacién del parpadeo
espontadneo por parte de la entrada sensorial la superficie ocular, aumentando o
disminuyendo la actividad de los nervios sensoriales, y la realizacién de dos clases
de tareas cognitivas, una que requiere atencidn visual y una que requiere atencién
no visual, a fin de comprobar que circunstancia tenia una mayor influencia sobre la
frecuencia y caracteristicas del parpadeo espontdneo. Ademas, realizamos un grupo
de medidas en condiciones de ausencia de input visual (oscuridad), ya que la tarea
de atencidn visual disminuyé significativamente la FP. En oscuridad no se modificé
significativamente la FP, lo que sugiere que el input visual no es necesario para el
mantenimiento de la tasa basal de parpadeo esponténeo. En la misma direccién, los
pacientes con ceguera por atrofia dptica primaria bilateral presentan patrones de
parpadeo similares a los de los sujetos sanos (Ponder & Kennedy, 1927). Nuestros
resultados muestran que no se modifica la FP en oscuridad, pero si se observa un
aumento en la duracién y una disminucién en la amplitud de las sefiales OOgwg, lo
que se puede asociar a contracciones del misculo OO més pequefias y lentas. Estos
datos estdn en consonancia con trabajos previos de conduccidén en los que se ha
descrito que la duracién del parpadeo aumenta en la oscuridad (Ahlstrém et al., 2018).
En cuanto a los efectos de la activacién de los termorreceptores de frio o la inhibicidn
general de la actividad sensorial en la superficie del ojo, estos fueron los mismos en
condiciones de luz (reposo con la luz encendida) y de oscuridad, en consonancia

con trabajos previos (Nakamori et al., 1997).

En conjunto, los resultados apoyan la existencia del generador central del parpadeo

espontdneo (Ponder & Kennedy, 1927), que funcionaria como un marcapasos que
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determina una tasa basal de parpadeo cuya frecuencia minima parece ser

independiente del input sensorial desde la superficie ocular.

Las tareas atencionales modifican la FP espontdnea (Karson et al., 1981; Tsubota et al.,
1996; Bentivoglio et al., 1997; Acosta et al., 1999; Iwanaga et al., 2000; Doughty, 2001;

Himebaugh, 2009; Liu et al., 2019). De acuerdo con la literatura (Holland & Tarlow, 1972),
al realizar tareas que conllevan atencién visual la FP se redujo, a fin de que el
parpadeo interfiera lo menos posible la entrada de la informacién visual que es
objeto de atencién. En fareas atencionales no visuales la FP aumentd
significativamente. Aunque los mecanismos responsables del incremento de la FP
en estas situaciones no se conocen en profundidad (lwanaga et al., 2000), se han
atribuido al aumento del estrés o ““tensidén mental’’ (Ponder & Kennedy, 1927; Iwanaga
et al, 2000). Esto podria influir sobre la regulacién del parpadeo a través del
hipotdlamo, como en algunas respuestas autonémicas (Iwanaga et al., 2000; Nakano &
Miyazaki, 2019). Nuestros resultados, ademas de corroborar los efectos ya conocidos
de la atencién visual y no visual sobre la FP y el IBI, tienen la novedad de mostrar
qgue ambas condiciones atencionales inducen cambios en las caracteristicas de las
sefiales electromiogréficas del parpadeo, que conllevarian contracciones musculares

del OO més fuertes y répidas durante las tareas atencionales.

Los efectos de los farmacos (F6H8 o AL) sobre los pardmetros del parpadeo
(frecuencia, IBI y duracién y amplitud de la sefial OOemc) en las condiciones de
atencién visual y de atencién no visual fueron similares a los observados en
condiciones control. El F6H8 incrementé la frecuencia del parpadeo esponténeo y
redujo la duracién de las senales eléctricas del OO, aunque no indujo sensaciones
oculares. Por el contrario, cuando inhibimos la actividad de los nervios sensoriales
de la cérnea con anestésicos locales tépicos, la FP no se ve modificada

significativamente en ninguna de las condiciones. Como se ha comentado
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anteriormente, la instilaciéon de AL produce inmediatamente una breve sensacién de
irritacion y escozor debida a la accién de sus conservantes (Kaur et al., 2009).
Inmediatamente a continuacién se produce el bloqueo de los canales de sodio y,
por tanto, queda anestesiada la superficie corneal, por lo que no observamos

cambios significativos en la FP ni siquiera a los 5 min tras el tratamiento.

En resumen, los resultados de la presente tesis muestran que el perfluorohexiloctano
aplicado tépicamente en el ojo provoca un enfriamiento sostenido de la superficie
ocular. En respuesta a ese descenso de temperatura, aumenta la frecuencia de
disparo de los termorreceptores de frio y, como consecuencia, se incrementa la
frecuencia de parpadeo y la tasa de lagrimacién. Ese aumento de la actividad de los
termorreceptores de frio no es suficiente para evocar sensaciones térmicas de frio o
frescor, por el contrario, una mayoria de sujetos reporta una ausencia total de
sensaciones oculares después de recibir el tratamiento. Ademés de tener un efecto
claro sobre la frecuencia de parpadeo, el F6H8 modifica algunas de sus
caracteristicas, resultando parpadeos con sefiales electromiogréficas del masculo
orbicular del parpado de mayor amplitud y menor duracién. Estos resultados apoyan
el papel de la informacién sensorial mediada por los termorreceptores de frio de la
superficie ocular en la regulacién del parpadeo, que contribuye tanto a redistribuir
la pelicula lagrimal como a calentar por conduccién un tejido avascular como la
cérnea. Por ofra parte, hemos encontrado que, a aplicar tdpicamente en la cérnea
anestésicos locales para bloquear la conduccién nerviosa, la ausencia total de
informacién sensorial de los termorreceptores de frio que llega al sistema nervioso
central no induce cambios significativos en el parpadeo espontdneo. Este hallazgo

apoya la existencia de un generador central del patrén de parpadeo que, a partir de
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una frecuencia basal intrinseca, aumentaria la frecuencia de parpadeo en respuesta

al aumento de la actividad de los termorreceptores de frio.

Por otro lado, el bien conocido efecto de la atencién visual disminuyendo la
frecuencia de parpadeo espontdneo no se observa cuando la tarea atencional se
realiza después del tratamiento tépico con F6H8, lo que indica que el aumento de
la actividad sensorial de la superficie ocular, incluso cuando es tan pequefio que no
evoca sensaciones conscientes, tiene una influencia sobre el mecanismo regulador
del parpadeo que es incluso mayor que mayor que el control descendente derivado
del estado atencional (Figura 20). Asi pues, el incremento de la actividad de los
termorreceptores de frio de la superficie ocular parece ser el factor con mayor peso
en la regulacién del parpadeo espontdneo, constituyendo un mecanismo importante
de proteccidn para prevenir el enfriamiento y el exceso de evaporacién de la pelicula

lagrimal.

Tarea Tarea

atencional atencional
Visual no Visual

- Actividad de los | 4
(Superﬁae oculaD termoreceptores
de frio .,

No hay un
claro efecto

Patréon
central

Parpadeo
Espontaneo

Figura 20 | Representacién esquemética de los factores que modulan la frecuencia y
caracteristicas del parpadeo espontdneo.
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6. Conclusiones

1. La aplicacién tépica de perfluorohexiloctano, utilizado clinicamente en la
enfermedad de ojo seco, causa un descenso de la temperatura de la superficie
ocular que puede detectarse mediante termografia de superficie por infrarrojos.
Ese enfriamiento de la superficie del ojo induce un aumento de la actividad de
los termorreceptores de frio de la superficie ocular que, a pesar de no ser
suficiente para evocar sensaciones térmicas oculares, provoca un aumento de la
frecuencia de parpadeo espontaneo y de la tasa de lagrimacién.

2. El bloqueo de la transmisién de potenciales de acciéon en los receptores
sensoriales de la superficie ocular, aplicando tépicamente anestésicos locales,
no modifica la frecuencia ni otras caracteristicas del parpadeo espontaneo.

3. El enfriamiento de la superficie ocular con perfluorohexiloctano modifica tanto
la frecuencia como las caracteristicas electromiogréficas del parpadeo
esponténeo, siendo las sefiales eléctricas de mayor amplitud y menor duracién
y haciéndose mas regular el patrén de parpadeo, con intervalos entre parpadeos
de duracién mé&s homogénea. Estos efectos también se observan cuando el
protocolo experimental se lleva a cabo en condiciones de oscuridad.

4. La frecuencia de parpadeo disminuye significativamente durante la realizacidn
de tareas que requieren atencidn visual y aumenta significativamente al realizar
tareas no visuales. El tratamiento tdpico con perfluorohexiloctano previene la
reduccién de la frecuencia de parpadeo provocada por la atencién visual e
incrementa ligeramente el aumento de la frecuencia inducido por la atencién no
visual.

5. Si bien estd determinado por el sistema nervioso central y su frecuencia no se
modifica al inhibir la entrada sensorial de la superficie del ojo, el parpadeo

espontaneo se ve influenciado por el estado cognitivo atencional y, sobre todo,
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por el aumento de la actividad de los termorreceptores de frio de la superficie
ocular, responsables de detectar el nivel de humedad de la mucosa ocular. Ese
predominio de la activacién de los termorreceptores de frio sobre cualquier otro
factor que afecta el parpadeo espontdneo constituye un mecanismo de

proteccidn para evitar una sequedad excesiva de la superficie ocular.
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Perfluorohexyloctane (FEGH8) eyedrops have been recently introduced in Europe as a
product to treat dry eye disease, based on its ability to reduce tear film instability in
Meibomian gland dysfunction and evaporative dry eye disease, although its mechanism
of action is still unknown. In the present pilot study, we evaluated the effects of the
ocular instillation of a single drop of commercial FEH8 eyedrops in 20 healthy humans
(9 women/11 men), measuring: (a) Corneal surface temperature (CST) from infrared
video images; (b) tear volume using phenol red threads; (c) blinking frequency; and
(d) ocular surface sensations (cold, dryness, pricking, foreign body, burning, itching,
gritty, eye fatigue, watering eyes, and light-evoked discomfort sensations; scored using
10cm Visual Analog Scales), before and 5-60 min after F6GH8 or saline treatment. CST
decreased and tearing and blinking frequency increased significantly after F6H8 but not
after saline solution. When applied unilaterally, CST decreased only in the FEH8-treated
eye. No sensations were evoked after F6H8 or saline. The corneal surface temperature
reduction produced by topical FEH8 does not evoke conscious ocular sensations but is
sufficient to increase the activity of corneal cold thermoreceptors, leading to an increased
reflex lacrimation and blinking that may relieve dry eye condition thus reducing ocular
discomfort and pain.

Keywords: ocular discomfort, ocular pain, dry eye, perfluorohexyloctane, blinking, tearing, cold thermoreceptors,
corneal surface temperature

INTRODUCTION

The ocular surface is a unique exposed mucosa that must endure environmental conditions while
maintaining its function and integrity (1). Upon their activation by environmental physical and
chemical changes acting on their peripheral nerve endings, trigeminal sensory neurons innervating
the ocular surface trigger protective responses such as blinking and tearing (2). In particular, there
is strong evidence that TRPM8-mediated activation of corneal cold-thermoreceptors constitutes
the afferent signal to the CNS for the regulation of tearing and blinking, mechanisms that allow to
maintain and distribute moistness of the eye surface (3, 4).

Dry Eye Disease (DED), a condition that affects over 10% of people worldwide (5), is
characterized by a loss of the so-called homeostasis of the tear film, that is, the disruption of
the equilibrium of the chemical composition and functions of the tear film due to one or more
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of the underlying causes of dry eye (6). Due to the multi-
etiological origin of DED, no specific treatments are available
nowadays, and there is scarce scientific evidence on their
effectiveness in the management of the disease. Artificial tears are
commonly used by most DED patients (7) although some of them
contain preservatives that are known to produce side effects (8).

Perfluorohexyloctane (F6H8) is a semifluorinated alkane
liquid that has been used initially in ophthalmology as
a long-term vitreous substitute (9). This compound is
physically, chemically and physiologically inert, slightly
amphiphilic, colorless and laser stable with a density higher
than water, and very low surface and interface tensions
(10). In addition, as it is a non-aqueous liquid, microbial
growth is not possible and therefore, it does not need any
preservative (8).

F6HS applied topically in DED patients reduced their dry-
eye associated symptoms in two prospective observational studies
(8, 11). As F6HS increased tear film breakup time and lipid
layer thickness in DED patients, it has been proposed that
F6H8 could prevent the increased evaporation that causes
DED by forming an occlusive layer and reducing shearing
forces of the eyelid during blinking (8, 11). This idea is
reinforced by the observation that in rabbits, F6H8 improves
the quality grade of the tear film lipid layer measured
by hand-held interferometry (12). Additionally, in mild to
moderate DED patients F6H8 transiently increases tear film
thickness 10 min after its application (13). A more recent study
showed that topical treatment with F6H8 does not induce
changes in corneal endothelium and significantly reduce corneal
staining in DED patients, supporting its effectiveness and
safety (14).

These results, together with the low surface tension of
the compound, led to conclude that the very small drop
of F6H8 (about 10 pL) spread uniformly over the ocular
surface upon application, forming a protective layer over
the tear film and preventing its evaporation. However,
the precise mechanisms that would explain the effects
of F6H8 in DED are far from being clarified and still
need investigation.

In a previous report, we found that F6H8 produces corneal
surface temperature changes in tear-deficient guinea pigs (15),
suggesting that FEH8 may be more than an inert molecule,
forming a non-water mixable thin layer over the tears and
reducing tear evaporation. We hypothesized that, in addition
to preventing evaporation, F6H8 may facilitate heat exchange
between corneal tissue and the environment, thus reducing
corneal temperature and activating TRPM8 cold-thermosensitive
channels of cold thermoreceptor nerves. In turn, the increased
activity of corneal cold nerves will lead to an increase in tearing
and blinking rate. To test this hypothesis, we have studied the
ocular sensations evoked in a group of volunteers by topical
instillation of F6HS, in parallel with its effects on tear production,
blinking frequency, and corneal surface temperature measured
by infrared thermography. Additionally, we performed a simple
experiment to investigate the temperature transmittance of F6H8
as a first approach to understand the mechanism of action of
this molecule.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Twenty 20 young healthy volunteers (9 women, 11 men; mean
age 24.1 £ 4.4 years, range 19-34 years) participated in this
pilot study. After signing an informed consent, volunteers were
subjected to a brief anamnesis and filled out an ocular surface
discomfort index (OSDI) questionnaire adapted to Spanish-
speaking people (16). Individuals with previous eye disease,
ocular surgery, OSDI >12, as well as daily contact lens users
or subjects that were receiving either ocular or systemic drugs
were excluded. Participants were instructed to not consume any
anti-inflammatory or pain-killer drug in the 48h previous to
the experiment. All experimental procedures were carried out
according to the Spanish legal regulations and the Helsinki
Declaration, and followed the protocol UMH.INJGa.01.14
approved by the Ethics Committee of the Universidad Miguel
Herndndez de Elche.

Experimental Protocols

Two different experimental protocols were carried out (Figure 1)
in the same room, under controlled temperature (24.2 & 1.5°C,
range 21.2-27.9°C) and partial humidity (42.4 & 7.9%, range
22.6-55.0%). The position of the volunteers and experimenters,
as well the distance from the face of the subject to the different
objects in the room (video camera, air conditioning outlet, door,
windows, etc.) was standardized to avoid any environmental
variation along the procedures. As F6H8 does not induce corneal
punctate (14), fluorescein corneal staining was considered not
necessary. This way, the observed effects of F6H8 were not
masked or affected by fluorescein or its excipients.

In experimental protocol 1 (Figure 1A), 13 participants
received bilaterally a single 10 wL drop of F6H8 (EvoTears™,
Brill Pharma S.L., Spain) or saline solution (NaCl 0.9 %, Braun
Medical, S.A.) in two different sessions (application order at
random). In experimental protocol 2 (Figure 1B), corneal surface
temperature (CST) was measured in a separate group of 7 subjects
(3 women and 4 men) before and after a single 10 wL drop of
F6HS instilled only on the right eye.

Protocol 1: F6H8 or Saline Solution Applied to Both
Eyes

Participants in protocol 1 were distributed in two different
subsets (Figure 2A). In the first subset (protocol 1A) of 7 subjects
(3 women and 4 men) CST, blinking frequency and ocular surface
sensations were evaluated before and at different times (5, 15,
30, and 60 min) after F6HS or saline bilateral treatment. In the
second subset (protocol 1B) of 6 participants (3 women and 3
men), tearing was measured before and after F6H8 or saline.

Protocol 1A: CST, Blinking Rate and Ocular
Sensations

Measurement of corneal surface temperature. Surface
temperature of the ocular tissue was measured from video
images taken with an infrared thermographic video camera
(InfRec R300SR, Nippon Avionics Co. Ltd., Tokyo, Japan). The
subject sat quietly with the head in a chin rest, fixing the gaze over
the objective of the camera, placed at a fixed distance of 50 cm.
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FIGURE 1 | Representative examples of the infrared video images of both eyes taken to define the CST changes after bilateral topical application of saline or F6H8 (A)
or unilateral (right eye) topical application of F6H8 (B).

A 20 volunteers
allocated to
I

! l

PROTOCOL 1 PROTOCOL 2
Bilateral application of Unilateral application of
F6HS8 or saline F6H8
13 subjects 7 subjects

I ' ] |

CST, blinking, ocular sensations Tearing CST dynamics
7 subjects (3W/ 4M) 6 subjects (3W/ 3M) 7 subjects (3W/ 4M)

38.0 °C D

TPeIt

Peltier

18 m
11 mm

353

TF6H8/ saline / air

?\M 1 mL of

F6HS8 / saline or no liquid

FIGURE 2 | (A) Distribution of volunteer participants among the different experimental protocols of the pilot study. In experimental protocol 1, perfluorohexyloctane
(F6H8) or saline solution were applied to both eyes, while in experimental protocol 2, F6H8 was applied only to the right eye. CST: corneal surface temperature. (B)
CST was calculated from infrared thermographic video images. Temperature values of a 1 cm? area of the corneal surface (white circumferences) were averaged to
obtain the CST value at a defined time point. (C) Parameters measured from infrared thermographic video images of the corneal surface. Six interblink intervals were
randomly selected and analyzed to obtain the following variables: (a) CST value immediately before a blink; (b) CST value immediately after blink; (c) CST value
immediately before the next blink; (d) CST change during a blink, calculated as b-a; (e) CST change during the interblink interval, calculated as c-b; and (f) CST change
between consecutive blinks, calculated as c-a. The time between a and b was considered as the duration of the blink movement. Also, the slope of the temperature
decay during the first second of the IBI was calculated (dotted line). (D) Schematic representation of the experimental set-up used to measure the dynamics of
temperature changes of F6H8 and saline solution during temperature changes induced with a Peltier cell placed inside the liquid in a tube. Temperature was measured
with a thermocouple submerged into the liquid contained in a tube. TPelt: temperature of the Peltier cell measured with a PT100 sensor. TF6H8, TSaline and TAir:
temperature measured with a thermocouple placed inside F6H8, saline solution, or an empty container, respectively.
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Recording parameters (digital 1.6x zoom; 320 x 240 pixels; 60
frames per second; 0.96 emissivity) as well as data extraction (a
circular area of 1 cm? -range 0.93-1.01 cm?- specifically located
over the cornea) were established using dedicated software
(InfRec Analyzer NS9500 Standard, Nippon Avionics Co. Ltd.)
(Figure 2B). Both eyes were simultaneously recorded for 1 min
at different time points: before and 5, 15, 30, and 60 min after
the corresponding topical treatment. At the beginning of the
1 min recording, subjects kept their eyes closed for 3 s and blink
spontaneously afterwards. CST values calculated by averaging
the temperature of 1 cm? area of both corneas at the beginning
of the last registered interblink period were considered the main
parameter to define the effects of F6H8 and saline treatments on
ocular surface temperature.

Ocular surface sensations. Immediately after the end of the
I-min IR video recordings performed before and at different
times after F6HS8 or saline treatment, subjects were asked to use
separate 10 cm Visual Analog Scales (VASs; where 0 represents
no sensation and 10 is the maximal sensation the subject can
imagine) (17) to score the following sensations experienced at
the ocular surface: cold, burning, dryness, pricking, foreign body
sensation, itching, gritty, eye fatigue, watering eyes, and light-
induced discomfort.

Blinking frequency. Immediately afterwards, the number of
blinks was manually counted from direct observation of the
subjects, who did not know that their blinks were being counted
in order to avoid conditioning by the experimental situation (18).
Volunteers were asked to read aloud the letters in a LogMar chart
placed at 1 m distance, from left to right and from up to down.
Blinking frequency (BF) was calculated as the number of blinks
during the duration of the task for each subject. The average time
needed to perform one complete reading of the chart was 24.6 &
8.6 s, although depending on the subject it varied between 15 and
60s. BF while performing this task was measured before, and at
5, 15, 30, and 60 min after the corresponding topical treatment.

Protocol 1B: Tear Volume

Tear volume was assessed before and 5, 15, and 30min
after the corresponding topical treatment using phenol
red threads carefully placed during 30s in the inferior
conjunctival sac, near the temporal canthus. Tear volume
was expressed as the length of wet thread, measured in mm using
arule.

Protocol 2: F6H8 or Saline Solution Applied Only to
the Right Eye

CST was measured in both eyes before and at different time
points after F6HS8 instillation onto the right eye only, using
the infrared thermography analysis described before. To further
define the effects of F6HS, the following parameters were
analyzed from the IR video recordings performed before, 5
and 60 min after treatment, averaging the values obtained from
6 interblink periods (Figure 2C): (a) CST value immediately
before one blink; (b) CST value immediately after blink; (c)
CST value immediately before next blink. From these values,
(d) CST change during blink, (e) CST change during the
interblink interval (IBI), and (f) CST change between consecutive

blinks were calculated. Also, the slope of the temperature
decay during the first second of the IBI was calculated.
Additionally, the temperature of 1 cm? of the eyelid skin
was measured at the different time points before and after
eyedrop treatment.

Adaptation of F6H8 and Saline Solution to

Temperature Changes

An ultrafine flexible temperature thermocouple (IT-23,
Physitemp Instruments LLC, Clifton, NJ, USA) was placed
at the bottom of an Eppendorf tube filled with 1 ml of F6H8
or saline solution, or empty of liquid (n = 4 observations
per condition). Temperature was continuously recorded with
a digital thermometer (BAT-12 Microprobe Thermometer,
Physitemp Instruments LLC) (Figure2D). Increases and
decreases of temperature inside the tube were produced by a
home-made temperature controller device whose Peltier cell was
placed inside the tube. This device allows changing temperature
between 15° and 50°C although only the temperature range
close to the normal ocular surface temperature values were
explored. From a resting Peltier temperature (Tpeer) around
34°C, temperature was increased by 3°C in a single step at an
approximate rate of 0.030°C-s~!. After 8 min at 37°C, a 3°C
cooling step was induced with the Peltier at a similar cooling rate.
Tpeltier and temperature of the solution (Trsus, Tsaline> OF Tair)
were recorded simultaneously and stored in a computer using
a microl401 CED interface and Spike2 software (both from
Cambridge Electronic Devices, Ltd., Milton, Cambridge, UK) for
further off-line analysis. As in the case of human measurements,
experiments were made at a room temperature of 23-24°C and a
partial humidity around 40%.

Data Analysis

Power analysis for paired comparison analysis (matched pairs)
was performed using Gpower™3.1 (19), considering an effect
size of 1.5 (Cohen’s d), a power of 0.8 and an wa-error of 0.05.
The minimum number of observations was established in n
= 6, so that the sample size of participants in each subset of
the experimental protocol (n = 6 or 7) was enough to achieve
statistical significance.

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics
for Windows (Version 25.0). Descriptive analysis was performed
to detect possible outliers. Data distribution was studied with
the Kolmogorov-Smirnoff test. Variances were compared using
the Levene’s test for Equality of Variances, when necessary.
Normally distributed variables were compared with the paired
Student’s t-test, ANOVA or Repeated measurements ANOVA.
Non-normally distributed parameters were compared with the
Wilcoxon’s test. Categorical variables were compared with the
¥? test. Unless otherwise indicated, data are presented as
mean =+ standard deviation (median =+ interquartile range
if non-normal). Statistical differences were accepted for p <
0.05. Graphs were made with SigmaPlot software v11.0 (Systat
Software Inc., San Jose, CA, USA).
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TABLE 1 | Ocular surface sensations reported 5 min after bilateral topical
treatment with a 10 pL drop of F6H8 or saline solution.

F6H8 Saline
Sensations Sensation Responding Sensation Responding
intensity subjects intensity subjects
Cold 0(0.0) 1/7 0(0.0) 17
Dryness 0(0.0) 0/7 0(0.0) 17
Burning 0(0.0) 1/7 0(3.2 2/7
Pricking 0(0.0) 0/7 0(0.0) o7
Foreign body 0(6.0) 2/7 0(7.1) 17
ltching 0(0.0) 1/7 0(6.8) 3/7
Gritty 0(4.8) 17 0(0.0) 1/7
Eye fatigue 0(0.0) 1/7 0(0.0) o/7
Tearing 0(0.0) o/7 0(8.4) 2/7
Light-evoked discomfort 0(0.0) o/7 0(1.3) 1/7

Data shown on each column are: median (IQR) of VAS units; number of responding/total
number of explored subjects. No significant differences were found between F6H8 and
saline-treated groups for any sensation (Wilcoxon Signed Rank test and chi square test).

RESULTS

Effects of Topical F6H8 and Saline Solution
Applied to Both Eyes

We first studied the effects of bilateral topical instillation of a
10 nL drop of F6H8 on corneal surface temperature (CST),
blinking rate and ocular surface sensations measured at different
time points after treatment in 7 seven healthy young volunteers.
Results were also compared with those obtained after bilateral
instillation of an aqueous solution (saline solution).

Ocular Surface Sensations

Sensations of cold, dryness, burning, pricking, foreign body
sensation, itching, gritty, eye fatigue, watering eyes, and light-
induced discomfort experienced by the volunteers were evaluated
before and at different times after the corresponding treatment.
Overall, no conscious ocular sensations were evoked by F6HS8 or
saline treatment at any of the studied time points, being 0 the
median of the scored values. As an example, Table 1 shows the
VAS values of the ocular sensations scored 5min after bilateral
topical treatment with F6HS or saline. In addition, no differences
in the proportion of subjects reporting any sensation were found
between F6HS8 and saline treatments (Table 1), although 5 out
of the 7 subjects were able to differentiate F6H8 from saline.
Two subjects also reported blurry vision for a few seconds after
F6H8 application.

Corneal Surface Temperature

At different times after bilateral topical treatment (Figure 1A),
CST values were calculated by averaging the temperature of 1 cm?
of corneal surface (Figure 2B) in infrared thermographic images
taken immediately after eye opening (Figure 2C, parameter b,
see methods). CST was significantly decreased after F6H8 (p
= 0.001, Repeated Measurements ANOVA; p = 0.001, 0.008,
0012 at 5, 15 and 60min, respectively, in comparison with
the value before treatment, post hoc Dunnett’s test; n = 7)

(Figure 3A). In contrast, bilateral instillation of saline solution
did not modify CST at any of the different time point after
treatment (Figures 1A, 3A, inset).

Tear Volume

No significant changes in the volume of tears collected with
phenol red threads were found after saline treatment (p = 0.640,
Repeated measures ANOVA; n = 6) (Figure 3B). Tear volume
was slightly increased only at 5min after F6HS8, although the
change was not statistically significant (p = 0.151, Repeated
Measurements ANOVA; n = 6).

Blinking Frequency

Bilateral application of saline did not affect blink frequency
at any studied time point (Figure 3C inset). In contrast F6H8
significantly increased BF (p = 0.004, Repeated Measurements
ANOVA; p = 0.015 and 0.008 at 5 and 15 min, respectively, in
comparison with the value before treatment, post hoc Dunnett’s
test; n = 7) (Figure 3C).

Effects of Unilateral Administration of
F6HS8 on CST

This set of experiments was performed to further describe the
cooling effect of F6H8. In a separate group of volunteers (n =
7, see Methods), CST was measured before and after a single
drop of F6HS8 applied only onto the right eye in order to
compare the dynamics of the temperature change during the
interblink intervals (IBIs) in the treated eye, in comparison with
the untreated, fellow eye. For that purpose, the evolution of CST
values along the interblink interval was analyzed (See Methods
and Figure 2C for details).

As expected, CST values at the beginning of the IBI were
reduced after F6H8 (p = 0.001, repeated measures ANOVA; p
= 0.002 and 0.007 for the values obtained at 5 and 15 min after
treatment, respectively, compared with pre-treatment values,
post hoc Dunnett’s test; n = 7) with a maximal effect 5 min after
treatment (Figure 4A). On the contrary, in untreated eyes, no
significant changes of the CST values at the beginning of the IBI
were found at any explored time point (Figure 4A). The CST
values obtained at the beginning of the IBI were significantly
lower in eyes receiving F6H8 than in untreated eyes at 5 and
15 min after treatment (p = 0.001 and 0.023, respectively, paired
t-test; n = 7) (Figure 4A). To define if the cooling effect was
restricted to the eye surface, we also measured the temperature
of the eyelid skin, finding that it was not significantly modified
neither in the F6H8-treated (35.01 & 0.61°C vs. 35.3 &+ 0.44°C,
before and 5min after, respectively; p = 0.072, paired ¢-test) or
untreated eye (34.98 & 0.57°C vs. 35.37 £ 0.53°C; p = 0.052).

To describe in more detail the effects of F6H8 on ocular
surface temperature, the dynamics of CST change along an
IBI was studied from the infrared video images taken before
and 5 min after administration (when the maximal temperature
reduction was obtained), as well as 60 min after F6HS8 treatment
(Figures 4B-D). In addition to starting from a lower temperature
at the beginning of the IBI (Figure 4A), the decay of temperature
during IBI was more prominent in the F6H8-treated eyes at
5min after treatment, and recovered basal values afterwards
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(Figure 4B, red bars). This effect was not present in the untreated
eye (Figure 4B, empty bars). During the IBI, eyes treated with
F6HS cooled faster than untreated eyes, as reflected by the faster
slope of the temperature decay during the first second (—0.078 £+
0.16°C/s and —0.165 % 0.82°C/s, before and 5 min after F6HS,
respectively; p < 0.01, paired t-test). On the contrary, the slope
of temperature decay during IBI did not change significantly in
the untreated eye (—0.061 % 0.145°C/s and —0.082 £ 0.101°C/s,
before and 5 min, respectively; p = 0.437).

The reduction of CST induced by F6H8 was present
immediately after its application, although the magnitude of the
cooling effect was increasing with time during the first 15 min
after treatment (Figures 1B, 4A). The increasing cooling during
this time was evidenced by the significant differences obtained
when comparing CST values of consecutive blinks (Figure 4C).

We then compared CST values obtained immediately before
and after a blink to measure the magnitude of warming of
the ocular surface that occurred during the time when the
eyes were closed. This CST increase produced during blink
was significantly larger in the eyes receiving F6HS than in the
contralateral, untreated eyes (Figure 4D). As this warming of
the ocular surface is produced by heat transference between
the vascularized palpebral conjunctiva and the avascular corneal
tissue, we speculate whether the increased warming during blink
was due to a longer duration of the eye closure in F6HS-
treated eyes. We then used the IR video recordings to measure
blink duration, finding that the duration of eye closure during
blink was not modified after F6H8 (0.59 &+ 0.14 ms vs. 0.65 +
0.18 ms, before and 5min after F6HS, respectively; p = 0.128,
paired ¢-test).

Thermal Adaptation of F6H8 and Saline

Solution to Temperature Changes

Measurements done with a thermoprobe using the experimental
setup described in Figure 2D showed that for a sustained
Peltier cell temperature (Tpejer) around 33-34°C and a room
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FIGURE 4 | Effects of topical instillation of F6H8 only on the right eye in
comparison to the untreated left eye, on CST values measured from infrared
thermographic images. (A) CST measured immediately after blink, that is, at
the beginning of the interblink interval. (B) CST change during the IBI. (C) CST
change between consecutive blinks. (D) CST change during blink. Data are
mean =+ standard deviation, n = 7; *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, paired
t-test.

temperature around 23°C, temperature of the saline solution
(Tsatine) placed in a tube was close to 32°C, that is, around 1°C
lower than Tpeye, (Figure 5A). Temperature of F6H8 (Trens)
in this condition was around 29°C, that is, around 4-5°C
lower than Tpeye, (Figure 5A). In this regard, Trens behaved
similarly to the temperature inside the tube measured without
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any liquid (T4i,), about 4°Clower than Tpejg;e, (Figure 5A). When
changing the Peltier temperature, the profiles of Tgujine, Troms,
and T, followed the changes of Tpejer (Figure 5A), although
maintaining the difference described above. Comparison of
Tsaline and Treps during ascending and descending temperature
steps showed two different hysteresis patterns (Figure 5B).
Tsaline exhibited a slower rate of either increasing or decreasing
temperature in comparison with Tpeyg. Furthermore, the
warming rate and cooling rate of each substance showed that
F6H8 tended to cool down faster than saline. Moreover, under
our experimental conditions, Tgeug cooling rate was higher
around 34°C (Figure 5B).

DISCUSSION

During the last 5 years, perfluorohexyloctane has been used as
an alternative treatment of DED, particularly for its evaporative
form due to Meibomian gland dysfunction (MGD) (8, 11, 13, 20).
After 4-8 weeks of treatment with F6H8, MGD patients show an
increase of the tear film and the lipid layer thickness (13), and
Schirmer I test and Tear Film Break-Up Time (TFBUT) values, as
well as a reduction of OSDI scores (8, 11). These data supported
the idea that F6HS is effective to treat evaporative forms of DED
by improving the lipid layer of the tear film, and subsequently
reducing tear evaporation and increasing tear film stability. This
is a conceivable mechanism of action, because dry eye patients
show an increased tear evaporation rate (21) and, due to its low
surface tension, the F6HS8 liquid state can act as a surfactant,
forming monolayers at the water/air interphase (22, 23). F6H8
incorporation into artificial lipid systems mimicking the lipid
layer of the tear film does not affect the tear film interface
properties and restores the fluidity of these artificial lipid layers
(24). Moreover, when applied onto healthy rabbit corneas, F6H8
spreads over larger areas than saline with lower viscosity (12).
Therefore, FEH8 may contribute to restore, at least partially, the
altered tear film lipid layer in evaporative DED patient.

To the best of our knowledge our observations are the first
demonstration that, in addition, topical application of F6H8
onto the human eye decreases for several minutes the corneal
surface temperature. Five min after administration of F6H8, CST
decreased about —0.7°C in all the studied subjects. This ocular
surface cooling occurs in parallel to an increase in tearing and
blinking frequency that cannot be associated to the activation of
the nociceptive corneal nerve fibers responsible to reflex blinking
and tearing (25, 26) because any conscious sensation was evoked
by F6HS.

The biophysical mechanism explaining the cooling effect
of F6HS8 is unknown. Cooling of the ocular surface after eye
opening has been related to tear evaporation rate. Thus, the
possibility exists that the compound would increase it. However,
to the best of our knowledge tear evaporation after topical F6H8
administration has not been measured neither in evaporative
DED patients, nor in healthy eyes. Only in an experimental
model in healthy rabbit eyes in vivo, Agarwal et al. have
described an acute biphasic effect of F6HS8 in the percentage of
change of tear evaporation from baseline (12). They noticed that

although tear evaporation rate slightly and transiently increased
by 5 min after F6HS instillation, it tended to decrease 60-90 min
afterwards, reaching values even below baseline. As the increase
of tear evaporation occurred also after application of saline, these
authors attributed this finding to the increased tear volume and,
possibly, to the transient alteration of the tear film structure due
to the instillation itself. An alternative mechanism could be the
evaporation of the molecule itself, although F6H8 exhibits a low
evaporation rate compared with other semifluorinated alkane
molecules. When tested in vitro, <1.5% evaporated within 1h,
and more than 50% of the initial volume remained unevaporated
after 24 h, both at 35°C (27). However, we cannot exclude that
an increased fluid evaporation rate would explain, at least in part,
the cooling effect found after F6HS8 treatment.

According to Fourier’s law of heat conduction, heat flow
is inversely proportional to the thickness of the material and
directly proportional to (a) the heat diffusion area; (b) the
temperature gradient; and (c) the specific thermal conductivity
constant of materials. In our experiments we assumed that the
temperature gradient among the inner parts of the eye globe, the
exposed area of the corneal tissue and the room environment
keep constant, and that if F6H8 would cause an increase of the
tear film thickness, this would represent a negligible increase
of the total distance among the inner parts of the eye and
the environmental air. Therefore, it can be hypothesized that a
mechanism for the cooling effect of F6H8 would be an increase
of the tear film thermal conductivity after the incorporation of
F6HS8 to the outermost tear film layer. In the presence of F6HS,
we observed an increase of the ocular surface warming produced
with blink (during the time that the eye is closed) and a faster
decay of CST during the IBI. Interestingly, when measuring the
thermal adaptation of F6H8 to temperature changes in a quite
naive experiment, we observed that the temperature measured
inside liquid F6HS8 tends to be between the temperature imposed
by the Peltier cell and that of the environmental room air. Despite
the absence of experimental data on the heat transmissivity
properties of the molecule, it can be speculated that an increase
of thermal conductivity and the subsequent increase of heat loss
from the ocular surface to the environment is produced after
topical administration of F6H8. However, an effect on radiative
cooling cannot be ruled out with the present set of experiments.

In the present experiments we have not studied the time
course of F6H8 removal from the ocular surface. Despite that,
it seems reasonable that, at least partially, the compound could
be drained continuously together with tear fluid, thus explaining
the attenuation of the cooling effect of F6H8 with time. Previous
studies estimated that the basal turnover of the tear film lipid
layer occurs at an approximated rate of 1% per min in healthy
humans (28). Therefore, if F6H8 is homogeneously distributed
along the lipid layer and both are drained together, 30 min after
F6HS8 application it would be expected that 30% of the compound
have been removed from the front of the eye. This value could be
even higher, given that the molecule has a specific-gravity greater
than water (9, 29). Thus, when the head is in vertical position
-as in our experiments- F6H8 would tend to be accumulated
in the lower part of tear film and the inferior tear meniscus,
which could accelerate its draining. Despite deeper studies on
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the spatiotemporal dynamics of F6H8 and its distribution and
removal from the ocular surface would be welcomed, existing
literature on the precorneal residence of a F6H8 drop in an
ex vivo model of porcine eye shows a rapid drop of 36% of
the substance in the precorneal space during the first 10 min
after its application. Interestingly, from that moment on, F6H8
elimination slowed down and 56% is still in the precorneal space
1h after application (27), and even tends to accumulate in the
corneal epithelium (27, 30).

The F6H8-induced cooling of the ocular surface was produced
in parallel with transient increases in tearing and blinking.
Considering the role of corneal cold-thermoreceptors on basal
tear production and blinking (3, 4), it seems conceivable that
the changes in the activity of this population of trigeminal
sensory neurons would be signaling the F6H8-induced CST
reduction, thus inducing reflex changes in tearing and blinking.
Since the classical observations by Mapstone (31), both blinking
and tearing are considered as physiologic reflex responses that
counteract the ocular surface cooling produced during eye
opening. In our experiments we found prominent and long-
lasting effects of F6HS in blinking frequency. We also confirmed
that along a blinking cycle, the eye is closed about 6% of the time
and open about 94% of the time, a long period when the cornea
is losing heat to the environment. Blinking may counteract CST
cooling by three mechanisms: (a) passive prevention of heat
loss; (b) heat transfer from the eyelids to the ocular surface

during blink; and, (c) re-layering of the warm tear film over
the cornea (31). F6HS8 increased blinking rate and reduced IBI
duration therefore reducing the time that the ocular surface is
losing heat to the environment due to the cornea-air temperature
gradient. In the same direction, a slight increase of the eye-
closure time was observed, therefore favoring the heat exchange
from the lids to the cornea. However, both processes were not
enough to counteract the net cooling effect that is possibly
related to the spreading of the compound over the whole tear
film with each blink and the subsequent F6H8 evaporation.
Increased blink and tearing rate are due to an increase in
the TRPM8-dependent activity of cold thermoreceptor neurons,
whose central axon projections have synapses with second
order neurons of the trigeminal brainstem complex (32). The
corneal nerve endings of these thermosensitive cold neurons
are activated by cooling and tear hyperosmolarity (33), and
also by the continuous oscillatory changes of temperature and
wetness produced in the front of the eyes while they are
open. Psychophysical experiments showed that a corneal cooling
between 1 and 2°C is needed to evoke conscious sensations of
cooling, while reducing the corneal temperature beyond these
values elicits sensations of irritation (17, 25). The increased
neural activity evoked in cold thermoreceptor neurons, especially
in those belonging to the high background-low threshold subtype
(HB-LT), by the small temperature and/or osmolarity changes
produced during the interblink interval (expected to be around
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0.5°C) is sufficient to evoke blink reflex (34), while more intense
corneal cooling recruit the low background-high threshold (LB-
HT) cold thermoreceptor endings, whose activation, together
with that of nociceptive nerve endings, is claimed to evoke
irritation and pain sensations (35). In the present experiments we
found that F6H8 reduces the corneal temperature ~1°C and also
induces a fast and intense further cooling of the corneal surface
during the interblink interval, two times larger in F6H8-treated
eyes than in untreated or saline-treated eyes. We propose that
this corneal temperature drop produced by F6H8 increases the
firing of HB-LT cold thermoreceptor nerve endings to a level
enough to reflexively increase blinking rate and tear production,
although not enough to evoke cooling sensations arising from
the ocular surface. The absence of conscious sensations after
F6H8 may be also explained by the higher tear film stability
produced by the molecule (8, 11). The F6H8 layer formed over
the tear film would reduce aqueous tear evaporation and prevents
the local production of tear hyperosmolarity and drying spots
that are leading to the activation of corneal nerve endings and
development of ocular sensations of dryness and irritation (36).

In summary, we described here the unknown long-lasting
cooling effect of F6H8 when applied topically onto the healthy
ocular surface. This effect was paralleled by thermal homeostatic
responses to protect the avascular ocular surface, such as the
increase of tearing and blinking, both reflex responses driven by
the TRPM8-mediated activation of corneal cold-thermoreceptors
in response to ocular surface cooling. Besides this temperature
reduction, F6HS8 increases tear film stability and thickness, which
limits the production of the local osmolarity changes underlying
the genesis of ocular sensations. As a concluding remark, F6H8
instilled onto the eye reduces corneal surface temperature enough
to increase tearing and blinking rate but not to evoke conscious
sensations of ocular discomfort. The increased tear volume more
frequently redistributed over the ocular surface helps to prevent
corneal dryness and contributes to the clinical benefits of F6H8
in DED and other ocular surface pathologies.
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