


TESIS DOCTORAL

CROSSLINKING CORNEAL:
ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA EVOLUCIÓN DE LOS 
CAMBIOS MORFOLÓGICOS Y TOPOGRÁFICOS EN 

CÓRNEA DE CONEJO

2014

UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

Elena Abellán Rubio

Conformidad de los Directores:

   Fdo. Dr. Francisco M.                                                        Fdo. Dra. Mª del Carmen
     Sánchez Margallo                                                                     Calles Vázquez

Fdo. Dr. Luis Cadarso Suárez

Departamento de Medicina Animal. Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura





“Más de cien motivos...”

“Al carro de la cultura española le falta la rueda de la ciencia”

Ramón y Cajal (1852-1934)





A mis padres,

Por el tiempo perdido sin estar a vuestro lado. Me habéis enseñado a superar 
dificultades y a tener fe en mi misma. Por todos los valores que me habéis enseñado. 
Por vuestra generosidad, paciencia y cariño. No puedo imaginar unas personas más  

buenas en el mundo. Gracias...os quiero.





  VII

 A Carmen Calles, porque he tenido la suerte de poder conocerla más allá de esa “fachada 
castellana”. Por ser un ejemplo de superación. Por creer en mí y pelear contra mis inseguridades. 
Gracias...muchas gracias.

 A Jesús Usón, por su lucha incansable por cada uno de nosotros. Por dedicarme todas las 
horas que necesité y porque nunca le podré devolver todo lo que me ha dado de forma desinteresada.

 A Francisco M. Sánchez, por apostar por mí y por esta línea de investigación.

 A Luis Cadarso, porque ha ampliado mi amor por este apasionante y desconocido mundo 
que es la oftalmología.

 A Rafael Latorre, por darme todo desde el primer día, hace ya 17 años. Por su entrega, su 
pasión y su lucha por la enseñanza. Porque le debo el pertenecer a esta maravillosa profesión. 

 A mi hermana Sonia, por mantener mi cordura estos 8 años lejos de mi tierra. Por acom-
pañarme en mis viajes con su voz. A mi hermana Laura, por hacerme perder esa cordura y hacerme 
reir hasta no poder respirar. Ambas me han enseñado que aunque todo esté negro nuestra vida la 
pintamos nosotros del color que queramos.

 A mi abuela Milagros y a mi tía Mari, por cada lágrima derramada que he visto por el 
retrovisor de mi coche. A mi abuelo José María y a mi abuela Ángeles, no están aquí pero los siento 
conmigo cada día. A mi abuelo Luis (porque siempre tendré esa parte incompleta) que no pude 
llegar a conocer pero se ha sentado a mi lado muchas noches. A mi tío Antonio para que sonría una 
vez más allá donde esté.

 A mi sobrina Irati, por recordarme la pureza de la vida y la esperanza de un futuro mejor.

 A Manuel, por estar cerca de mi pese a la distancia en espacio y tiempo. Por cambiar el 
sentido de las calles, por fabricar un castillo para mi, por compartir mis sueños y haberme facilitado 
hacer realidad muchos de ellos. Hasta que deje de latir.

 A Álex, mi alegría. Por recordarme que nunca dejamos de llevar un niño dentro. Gracias 
por darme siempre una sonrisa.

 A Bere, mi tranquilidad. Por obligarme a parar y a valorar la importancia de un segundo de 
paz. Gracias por cogerme de la mano y llevarme a sitios más apacibles con tu voz.

 A María, mi fuerza. Por ser un ejemplo de lucha constante ante todas las adversidades que 
se presentan. Gracias por prestarme tu fortaleza para enfrentarme a todo. 

 A Alejandro Bayón, excelente persona para tener siempre cerca. Por ser el origen de mi 
pasión por la oftalmología. 

 A Octavio, Mª Dolores, Mariano, Gregorio...a todo el departamento de Anatomía y Anatomía 
Patológica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia, personas únicas y maravillosas 
donde las haya.

 A Federico Soria, por hacerme reflexionar sobre esta profesión. Por sus consejos profesionales 
y personales. Por su puerta siempre abierta. 

AGRADECIMIENTOS



VIII 
 A Nando, por su paciencia conmigo y por haber conseguido que crea en mi misma.

 A Enrique, Eva, Dani y Julia...por ser mi fuerza desde Murcia. Por estar siempre al otro lado 
del teléfono.

 A Jesús Manuel, por tener siempre mi mente despierta y preparada ante cualquier debate, 
por sus ánimos en quirófano cuando las cosas no iban bien.

 A Jorge Tato, por enseñarme cómo ser un buen veterinario y por recordarme que los títulos 
no hacen a las personas. A Anabel, por tener siempre un momento para escucharme. A Ana, por ese 
primer día inolvidable.

 A Piti, porque sus abrazos hacen más llevaderos mis días. A Rafael Lima, por recordarme 
la belleza de nuestra profesión.

 A Ferni, por llorar conmigo sin pedírselo.

 A Juanjo y a Santiago, por estar a mi lado en esos primeros congresos en los que sólo quería 
que se abriese la tierra.

 A Jose Antonio Usón, Katia Gracia, Ricardo Crisóstomo y Ángela Hernández. Por ser mis 
segundos padres, mis amigos...Gracias por vuestra cercanía.

 A todos los colaboradores de la Unidad de Microcirugía, muy especialmente a Teresa Peña, 
Marta Leiva, Javier Mendicute, Julián Cezón, Francisco Arnalich, Itziar Martínez, Aritz Bidaguren, 
Javier González y Jesús Mª Usón. La oftalmología es un mundo apasionante y gracias a personas 
como ellos conseguimos que se conozca un poco más.

 A todos los técnicos de quirófano, anestesia, animalario y mantenimiento. Muchas gracias 
a todos. Sois imprescindibles, sois únicos y no dejéis que jamás nadie os diga lo contrario.

 A Julia Anaya y a María Pérez, por sus diseños y sus fotografías.

 A Alberto, Raquel, Javier, Laura, Miguel...a todo el personal del Centro de Cirugía de Mínima 
Invasión Jesús Usón...porque estamos en el mismo barco.

 

 A todos, gracias...muchas gracias. 

 



  IX

ABREVIATURAS

• AAO: Academia Americana de Oftal-
mología

• ATP: Adenosín trifosfato

• BAC: cloruro de benzalconio

• ºC: grados centígrados

• CDVA: agudeza visual lejos corregida

• céls/mm2: células por milímetro cua-
drado

• CK: Conductive Keratoplasty (Querato-
plastia conductiva)

• cm: centímetro

• cm2: centrímetro cuadrado

• CxL: Crosslinking

• D: dioptrías

• DLK: Diffuse Lamellar Keratitis (Que-
ratitis lamelar difusa)

• EDTA: ácido etilendiaminotetraacético

• ERO: especies reactivas de oxígeno

• h: hora

• ICR: Intracorneal Rings (Anillos intra-
corneales)

• ICRS: Intracorneal Rings Segments 
(Segmentos de anillos intracorneales)

• J/cm2: julio por centrímetro cuadrado

• KCl: cloruro potásico

• LASIK: Laser Assisted in situ keratomi-
leusis (Queratectomía refractiva)

• LC-RPG: lentes de contacto rígidas 
permeables al gas

• LKP: Lamellar Keratoplasty (Querato-
plastia lamelar)

• min: minuto

• mm: milímetro

• mm2: milímetro cuadrado

• mW/cm2: milivatios por centímetro cua-
drado

• µm: micrómetro

• NaCl: cloruro sódico

• nm: nanómetro

• OCT: optical coherence tomography (to-
mografía de coherencia óptica)

• Ortho-K: Orthokeratology (Ortoquera-
tología)

• PBS: Phosphate Buffered Saline (Solu-
ción salina tamponada con fosfato)

• PCR: polymerase chain reaction (reacción 
en cadena de la polimerasa)

• PIO: presión intraocular

• PKP: Penetrating Keratoplasty (Querato-
plastia penetrante)

• PMMA: polimetilmetacrilato

• PRK: Photorefractive Keratectomy (Que-
ratectomía refractiva)

• sg: segundo

• TKP: Thermokeratoplasty (Termoque-
ratoplastia)

• TUNEL: terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase dUTP nick end labelling

• UV: ultravioleta

• UVA: ultravioleta tipo A

• UVB: ultravioleta tipo B

• VKC: vernal conjunctivitis (conjuntivitis 
vernal)
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I. Introducción

La aplicación de los tratamientos actuales 
para las ectasias corneales, tales como las 

queratoplastias lamelares o penetrantes, la inser-
ción de anillos intraestromales, ortoqueratología, 
etc., ha significado una mejora substancial para los 
pacientes que sufren esta patología.

Las ectasias corneales, tanto las patológicas 
como las iatrogénicas, han adquirido especial re-
levancia en los últimos años gracias a las nuevas 
tecnologías (topógrafos corneales, tomografía 
de coherencia óptica, etc.), y a que cada vez es 
mayor el número de pacientes que se someten 
a cirugía refractiva corneal. Principalmente por 
estas dos razones, han sido objeto de numerosas 
técnicas quirúrgicas. No obstante la mayoría de 
tratamientos usados en la actualidad son de ca-
rácter temporal dado que se limitan a corregir los 
errores refractivos producidos por la ectasia, en 
ningún momento se trata la causa subyacente de 
la alteración y, en consecuencia, la córnea sigue 
adelgazando progresivamente.

En la búsqueda de una solución para esta limi-
tada temporalidad surge un nuevo tratamiento, el 
tratamiento crosslinking, basado en incrementar la 
rigidez del colágeno corneal, atacando así la base 
de la patología ectásica. Consecuentemente, esta 
nueva técnica aumenta la resistencia a la ectasia y 
a la digestión por enzimas colagenasas.

Los estudios de los diferentes grupos de trabajo 
en este campo a nivel mundial, nos han servido 
para evaluar la viabilidad y efectividad de la téc-
nica y su seguridad para el paciente. Sin embargo, 
y a pesar de los resultados satisfactorios de estos 
trabajos, existen algunas lagunas e interrogantes 

que creemos necesario resolver sobre todo para 
conseguir una extrapolación a los pacientes hu-
manos sin riesgo alguno.

Así, el desarrollo de este estudio experimental 
se plantea con el fin de evaluar los siguientes 
objetivos:

1. Evaluación de los efectos de la aplicación de 
luz ultravioleta (UVA) con riboflavina sobre la 
córnea de conejos a corto, medio y largo plazo 
(18 meses).

2. Analizar la profundidad hasta la que se 
produce el fenómeno de “crosslinking” en la 
córnea, en modelo experimental.

En conformidad con lo anteriormente expues-
to, creemos necesario centrar nuestra hipótesis 
de trabajo en analizar en mayor profundidad los 
efectos provocados por el tratamiento crosslinking 
a largo plazo. Consideramos que es una técnica 
prometedora que está demostrando una reducción 
del tiempo del paciente en quirófano y, por tanto, 
el riesgo anestésico que conlleva una cirugía, la 
disminución de las estancias hospitalarias con 
la consiguiente reducción de gastos sanitarios, 
y, sobre todo, la reducción de la probabilidad de 
aparición de nuevas ectasias al ser un tratamiento 
de tipo permanente. Dado que las ectasias son alte-
raciones complicadas de tratar dada su variabilidad 
casuística y que cada vez se dan con más frecuen-
cia en la práctica clínica, creemos preciso obtener 
datos de la evolución del tratamiento crosslinking 
y su eficacia para poder situarla a la cabeza en 
las técnicas de elección como tratamiento de las 
córneas ectásicas.
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II. Revisión Bibliográfica

MODELO ANIMAL. RECUERDO 
ANATÓMICO DE LA CÓRNEA

Para la realización de este estudio se ha 
seleccionado la especie cunícula por ser el mo-
delo experimental de elección para desarrollo de 
estudios de oftalmología. La anatomía ocular se 
asemeja a la del ser humano, tanto en las capas cor-
neales como en espesor del estroma corneal, con lo 
que se pueden extrapolar los resultados fácilmente, 
teniendo siempre en cuenta que la regeneración y 
la cicatrización se producen de forma más rápida 
en el conejo, y que se debería aplicar un factor de 
conversión a la especie humana1.

La córnea de conejo ocupa aproximadamente 
el 30% del globo ocular2 y tiene un aspecto elíp-
tico que mide 15 mm horizontalmente y 14 mm 
verticalmente3. En la córnea humana también se 
da el aspecto elíptico (provocado por la esclera 
que actúa como una banda en las zonas superior e 
inferior); siendo más largo su diámetro horizontal 
(11,7 mm) que el vertical (10,6 mm)4.

A nivel microscópico en la córnea de conejo se 
diferencian sólamente 4 capas, frente a las 5 capas 
que se distinguen en la especie humana4, 5:

1. Epitelio queratinizado con un espesor de 30-
40 µm3. Estabiliza la película lagrimal y protege 
en los procesos de reparación del estroma cor-
neal (asegura la integridad epitelial)1. El espesor 
del epitelio en la córnea humana alcanza las 50 
µm mientras que su funcionalidad es igual que 
la córnea del conejo4, 5.

2. El estroma de la córnea del conejo es la por-
ción más gruesa de la córnea (aproximadamente 
450-550 µm), está compuesta por capas de fi-
bras paralelas de colágeno3, entre las estrechas 
hendiduras de las laminillas de colágeno se 
observan fibroblastos muy aplanados, los que-
ratocitos3. En la especie humana se mantiene 

la misma estructura con un intervalo de grosor 
que oscila entre las 500-550 µm4, 5. En ambas 
especies sirve como estructura de apoyo para la 
superficie óptica anterior y para la superficie nu-
tricional posterior3, 6. Supone aproximadamente 
el 90% del espesor corneal y las fibras que la 
componen se disponen en láminas paralelas 
a la superficie lagrimal, proporcionando con 
este patrón la cualidad cristalina al tejido6, 7. 
La orientación de las capas de las fibras de 
colágeno es un factor determinante para las 
propiedades mecánicas de la córnea7, 8. También 
están presentes en el estroma glucosaminoglu-
canos (queratansulfato y condroitín sulfato) que 
forman puentes entre las fibras de colágeno6-10. 
El colágeno tipo I es la mayor macromolécula 
constituyente del estroma corneal, aunque los 
tipos de colágeno III, V y VI también están 
presentes10, 11. Las fibrillas de colágeno de 32 
nm y uniformemente espaciadas se organizan 
dentro de fibras (llamadas lamelas) de diferente 
grosor (1-2 µm) y anchura (5-100 µm) que se 
organizan en capas ortogonales entrelazadas a 
través del estroma11. Estas lamelas son más finas 
y más entrelazadas en el estroma anterior11.

3. La membrana de Descemet, con un espesor 
de 7-8 µm, va variando constantemente, de tal 
forma que en los conejos adultos puede llegar 
a los 15 µm1. Proporciona el apoyo fisiológico 
necesario para asegurar la transparencia cor-
neal1. En la especie humana posee un grosor 
de entre 10-15 µm, al igual que en el conejo, 
va aumentando de tamaño y grosor a lo largo 
de la vida4, 5. Es la porción más resistente de 
la córnea y su función es la de dar soporte y 
adhesión a las células del endotelio4, 5.

4. El endotelio, es una capa simple de células 
con la presencia de bombas de sodio ATP-asa 
que es imprescindible para mantener la córnea 
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transparente3. La densidad celular del endotelio 
en conejos de 6 semanas de edad es de 4100 
céls/mm2 y decrece a 2000 céls/mm2 aproxima-
damente a la edad de 2 años12. De igual forma, 
en la especie humana es también una monoca-
pa, y, como en la especie cunícula, disminuye 
su densidad exponencialmente desde las 5000 
céls/mm2 en el recién nacido13 hasta las 3500 
céls/mm2 a los 5 años de edad y a 3000 céls/mm2 
a los 20 años14. Al igual que la membrana de 
Descemet su función es la de apoyo fisiológico4.

La especie humana, a diferencia de la espe-
cie cunícula, presenta además la membrana de 
Bowman4-7. Esta capa está localizada entre el epi-
telio externo y el estroma y su grosor oscila entre 
8-14 µm4. Está compuesta de fibras de colágeno 
y su función es mantener la forma de la córnea4.

A mediados del 2013, se descubre una nueva 
capa, a la que se ha denominado capa Dua, predes-
cemética, acelular y con un espesor aproximado 
de 10,15±3,6 µm15. Esta capa está compuesta 
principalmente por lamelas de colágeno (predo-
minando el colágeno tipo I) dispuesta de forma 
longitudinal, transversal y oblicua15. A falta de 
estudios más detallados, su identificación puede 
llevar a entender mejor la biomecánica de la cór-
nea y patologías corneales posteriores tales como 
el hidropesía aguda, descemetocele y distrofias 
predesceméticas15.

De forma macroscópica, la córnea se divide en 
3 zonas: anillo óptico corneal, zona óptica central 
y zona de soporte periférico16.

El anillo óptico corneal es una zona de tran-
sición entre la córnea y la esclera, su función es 
aislar la córnea de las modificaciones esclerales 
que se produzcan16.

La zona óptica central corresponde a los 4 mm 
centrales de la córnea16. El radio de curvatura 
medio de la superficie anterior corneal es de 7,8 
mm y el de la superficie posterior es de 6,5 mm16. 
La relación entre su cara anterior y su cara poste-
rior condiciona el poder dióptrico corneal central 

(42 dioptrías)16.

Por último, la zona de soporte periférico es la 
zona de transición entre el anillo óptico corneal y 
la zona óptica central4, 16.

Los estudios realizados en la córnea humana 
han demostrado que varía la resistencia de las 
láminas de colágeno en las distintas partes de la 
córnea y de un paciente a otro17, 18. Las zonas con 
menor resistencia son la central y la inferior4. Los 
pacientes con queratocono, degeneración marginal 
pelúcida y ectasia postquirúrgica presentan protru-
sión de la córnea en la parte central o inferior19-21. 
Los dos tercios posteriores de la córnea son más 
débiles que el tercio anterior8, 18. En este último, el 
colágeno está ampliamente entrecruzado aportan-
do un fuerte soporte estructural a diferencia de la 
parte posterior de la córnea en la cual las láminas 
de colágeno se encuentran superpuestas con escaso 
entrecruzamiento y menor soporte8, 9, 18.

La córnea se comporta como una membrana 
elástica sometida a tensión por la presión intrao-
cular (PIO), cambios en las características de 
resistencia o tensión de sus materiales pueden 
provocar cambios en su curvatura4.

ECTASIAS CORNEALES

Las ectasias corneales son un grupo de enfer-
medades oculares que tienen en común22, 23:

• Adelgazamiento progresivo del espesor 
corneal.

• Aumento progresivo de la curvatura corneal.

• Protrusión corneal.

• Clínicamente no inflamatorias.

• Generalmente son bilaterales y asimétricas.

La arquitectura específica de la córnea es 
responsable de su estabilidad18. Esta estabilidad 
en la parte anterior del estroma corneal juega un 
importante papel en el mantenimiento de la curva-
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tura corneal18. En la realización de queratectomías 
refractivas (donde se retira parte del estroma) o 
bien en la utilización del LASIK (Laser-Assisted 
in Situ Keratomileusis) (ablación superficial) se 
predisponen los problemas oculares como la ec-
tasia corneal23, 24.

Biomecánica de la córnea ectásica

Los estudios realizados que se han centrado 
en aclarar el por qué de las ectasias corneales re-
fieren una rigidez corneal disminuida o bien, una 
resistencia mecánica disminuida que permite la 
protrusión del tejido7, 18, 20.

El avance en las tecnologías permite concretar 
a nivel microscópico los signos de la ectasia cor-
neal; las fibras de colágeno pierden su arquitectura 
natural y se altera su entrecruzamiento provocando 
esa debilidad corneal que conlleva comúnmente a 
la protrusión de la córnea7, 18, 20.

Las ectasias corneales pueden desencadenarse 
de modo natural o de forma iatrogénica24. De la 
gran variedad de ectasias corneales descritas, la 
mayor parte de los trabajos existentes en este cam-
po se han centrado en las dos más frecuentes dada 
su repercusión en la clínica diaria: el queratocono 
y la ectasia postquirúrgica.

Queratocono

El queratocono es una distrofia corneal no 
inflamatoria, de progresión lenta y que está ca-
racterizada por cambios en la estructura de las 
fibras de colágeno y en la organización de las 
mismas22, 23. Con una frecuencia en la población 
general considerable (1/2000), es la queratectasia 
corneal por excelencia, suele aparecer en la pu-
bertad y su tasa de progresión es muy variable y 
poco predecible22, 23. Aproximadamente el 20% 
de los casos progresa hasta el grado de requerir 
la realización de una queratoplastia penetrante25, 

26. El término queratocono se refiere a la forma 
cónica que adopta la córnea22, 23. La estabilidad 

mecánica de la córnea se encuentra disminuida 
(dada la alteración en la estructura) y esto juega un 
importante papel en la protrusión corneal, lo que 
conlleva un daño en la agudeza visual iniciando un 
astigmatismo, miopía progresiva, adelgazamiento 
corneal y cicatrices corneales centrales22, 23.

Históricamente, se definía esta patología como 
una alteración producida en el epitelio corneal, 
pero gracias a los estudios ultraestructurales (mi-
croscopía electrónica) y microscopía confocal 
se ha demostrado que los cambios se producen a 
todos los niveles de la córnea27, 28. En esta patolo-
gía, las fibras de colágeno se encuentran alteradas 
y su entrecruzamiento está disminuido29; todo 
esto conlleva una flacidez estructural que se ve 
potenciada por las roturas en la membrana de 
Bowman30, 31. Esta membrana, cuya funcionalidad 
sigue siendo hoy en día discutida32, es importante 
para mantener la estabilidad de la curvatura cor-
neal33, 34. Las roturas que se producen permiten la 
invasión de queratocitos procedentes del estroma 
corneal anterior y de células epiteliales30. Estos 
queratocitos sufren un proceso de apoptosis que 
conlleva una liberación de enzimas colagenolíti-
cas21. La invasión de los queratocitos continuada 
en el tiempo tiene como consecuencia una pérdida 
más acentuada en el estroma anterior, provocando 
un adelgazamiento localizado y progresivo y un 
incremento de la toricidad corneal21.

Para detallar la organización del colágeno en 
las zonas apicales y para-apicales del queratoco-
no comparadas con córneas normales, Radner et 
al diseñaron un estudio basado en microscopía 
electrónica35. En dicho estudio, mientras que la 
organización de las lamelas de colágeno en la 
zona para-apical es similar, tanto en córneas que-
ratocónicas como en sanas, sí se puede observar 
una alteración considerable en la organización 
del colágeno de las córneas queratocónicas35. 
Dicha alteración consiste en límites no definidos 
entre lamelas, las fibrillas de colágeno pierden su 
orientación paralela y hay cambios de dirección a 
lo largo de su longitud35. Las uniones entre capas 
adyacentes disminuyen o desaparecen e incluso se 
presentan fibrillas desordenadas que pueden llevar 
a cicatrices estromales35.
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Erie et al y Kenney et al confirmaron lo an-
teriormente descrito mediante estudios de mi-
croscopía confocal in vivo en especie humana, 
comparando córneas sanas con córneas querato-
cónicas, detectando en estas últimas una densidad 
disminuida del estroma anterior y por tanto un 
adelgazamiento del estroma corneal total36, 37. De 
igual forma la microscopía confocal in vivo, apo-
yada por la microscopía in vitro, son tecnologías 
útiles para la comparación de los cambios en la 
morfología queratocónica confirmando cambios 
en las células superficiales de longitud y aplana-
miento, adelgazamiento del estroma corneal en la 
región central de la misma y presencia de neblina e 
hiperreflectividad, así como desorganización de las 
fibras de colágeno en áreas de cicatrización36, 38, 39. 
La microscopía confocal in vivo se ha establecido 
como un método viable para la investigación de 
la morfología corneal, con el suficiente potencial 
para monitorizar los cambios celulares en esta pa-
tología evidenciando elongamiento en las células 
superficiales epiteliales hacia el ápex de la córnea, 
cambios en la capa de células basales y formación 
de estrías de Vogt en el estroma40.

Hollingsworth et al, en el año 2005, realizan un 
estudio similar en el que evalúan la morfología de 
51 córneas queratocónicas de la especie humana 
por medio de la utilización de microscopía óptica 
y confocal27. En este trabajo se obtienen imágenes 
de las células epiteliales de 10 córneas mediante 
microscopía confocal, de las cuales 6 presentan 
las células irregulares elongadas y con forma de 
“huso” que describe por primera vez Tsubota et 
al41, así como los autores anteriormente indica-
dos36, 38-40. Otros resultados más relevantes que se 
extraen de este estudio es la apariencia anormal 
de la membrana de Bowman, con presencia de 
núcleos de células epiteliales y de queratocitos, 
así como un adelgazamiento27, confirmando lo 
descrito por Sawaguchi et al en el año 1998, en 
un 57% de las muestras obtenidas42. Las imágenes 
obtenidas por microscopía óptica sugieren que 
estos cambios pueden deberse a la cercanía de la 
cicatriz apical27. La neblina y la presencia de hipe-
rreflectividad del estroma que relatan Erie et al36 
y Kenney et al37 en sus estudios, también se des-
criben en este trabajo27. Por último, el análisis de 

la membrana de Descemet y del endotelio corneal 
no presenta anormalidades27. Los autores señalan 
que puede deberse al hecho de que las imágenes 
son tomadas de la córnea central, que no suele ser 
típicamente el centro del cono27.

Para intentar comprender los cambios en la 
distribución de las fibras de colágeno en las cór-
neas queratocónicas frente a una córnea sana en la 
especie humana, Meek et al, en el año 2005, refie-
ren un estudio utilizando rayos X de dispersión43. 
Este sistema puede determinar cuantitativamente 
la orientación de las fibras de colágeno mediante 
reflexión (ecuatorial) de los ángulos de las fibras 
de colágeno43. En base a los resultados obtenidos 
en este trabajo, se considera que dichos cambios 
en la orientación se promueven por una pérdida 
en las fuerzas cohesivas de las fibras de colágeno 
y en un fallo mecánico en las regiones donde las 
laminillas que conforman las fibras se bifurcan43.

La sintomatología depende del grado de desa-
rrollo del queratocono, la principal consecuencia 
es la inducción de astigmatismo y miopía22. Suele 
aparecer en la pubertad y su tasa de progresión es 
muy variable y poco predecible22. En las primeras 
fases de la patología la visión no está necesaria-
mente afectada, sin embargo en estadios finales 
el paciente detecta imágenes distorsionadas con 
halos, diplopías, deslumbramientos y función 
visual comprometida22.

El paciente sufre un incremento del defecto 
dióptrico y astigmático por lo que la imagen 
enfocada se forma delante de la retina en vez de 
focalizarse sobre ella, causa por la cual la imagen 
que percibe el paciente con queratocono está des-
enfocada22.

La comprensión de la patofisiología del que-
ratocono podría aportar una mejor comprensión 
del mecanismo de la ectasia postquirúrgica, pero 
actualmente se desconocen los mecanismos de pro-
ducción de la córnea queratocónica y sus posibles 
causas22. En la bibliografía consultada se describen 
multitud de factores predisponentes: genéticos44, 
bioquímicos (secreción de metaloproteinasas y 
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otras enzimas líticas por parte de la matriz)45, 
biomecánicos (frotamiento de ojos)46, hormona-
les47, etc., pero no se describe un mecanismo de 
producción determinado22, 23, 29.

Ectasia postquirúrgica

La retirada de tejido corneal y la pérdida de la 
integridad de la membrana de Bowman durante 
la cirugía refractiva conlleva un incremento en 
el riesgo de una protrusión de la córnea anterior, 
comportándose de manera similar al queratoco-
no24, 48, 49. En los años 90 se populariza la cirugía 
refractiva con láser excimer, con unos resultados 
espectaculares que llevan a operar con esta técnica 
de manera masiva sin haber realizado estudios a 
largo plazo que evalúen posibles complicaciones50. 
Desde que Seiler et al publican en 1998 el primer 
caso de queratectasia iatrogénica51, el número de 
trabajos al respecto ha crecido de forma expo-
nencial, saliendo a la luz más casos de ectasias 
corneales inducidas tras la cirugía y otra serie de 
complicaciones52-55. Actualmente, se estima que la 
incidencia aproximada de las ectasias corneales 
post-LASIK es de 1/2500 casos56. Hay que añadir 
que la prevalencia-incidencia de esta alteración 
corneal se desconoce exactamente y que probable-
mente esté por encima de lo publicado, dado que 
no todos los casos se reportan tal vez por pudor 
por parte de los cirujanos. En el congreso de la 
Sociedad Europea de Catarata y Cirugía Refractiva 
(ESCRS-2006) se tuvo en cuenta la necesidad de 
crear un registro europeo donde los oftalmólogos 
pudieran comunicar de manera anónima los ca-
sos de ectasia post-LASIK para poder tener una 
estadística más fiable57. La fase de evaluación de 
este proyecto se inició en el 2008 y se puso en 
marcha a partir del 2010. Gracias a este registro 
los cirujanos pueden supervisar y comparar los 
resultados quirúrgicos obtenidos, lo que conlleva 
mejorar la seguridad y la estrategia a plantear en 
la cirugía57, 58.

En este caso, se considera prioritario evaluar las 
modificaciones cuantitativas y morfológicas de la 
córnea59, 60. En resumen, los estudios en este senti-

do se centran en determinar el efecto de la cirugía 
refractiva (láser excimer, Queratectomía fotore-
fractiva, etc.) en la geometría de la córnea59, 60. Los 
topógrafos con sistema de escáner de hendidura y 
los paquímetros son un apoyo indispensable para 
valorar la evolución de la morfología anterior y 
posterior de la córnea así como el espesor corneal, 
después de este tipo de cirugías refractivas22, 61, 62.

En ausencia de una prueba específica para de-
tectar el riesgo de ectasia, un grupo de expertos 
en cirugía refractiva reunido en el congreso de la 
Academia Americana de Oftalmología (AAO) del 
año 2005, establecieron una serie de factores de 
riesgo para el desarrollo de la ectasia corneal49:

• Presencia de nervios corneales prominentes.

• Anillo de Fleischer.

• Patrón topográfico (incluye forma frustre).

• Historia familiar de queratocono.

• Presencia de queratocono en un ojo.

• Córnea delgada asimétrica.

• Astigmatismo asimétrico.

• Astigmatismo irregular.

• Estrías de Vogt.

• Adelgazamiento corneal.

• Cicatrización apical de la córnea.

• Irregularidad corneal que no puede corregirse 
con gafas.

Así como una serie de factores de riesgo para el 
desarrollo de la ectasia corneal post-quirúrgica49:

• Alta miopía.

• Reducido espesor corneal preoperatorio.

• Lecho estromal reducido tras ablación láser.

• Queratocono frustre preoperatorio.

Estos son factores que hay que tener en cuenta a 
la hora de decantarse por la cirugía con láser exci-
mer49. No obstante, a pesar de haberse establecido 
posibles factores de riesgo, en la bibliografía se 
han hallado referencias de estudios de ectasia post-
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LASIK en pacientes intervenidos que no tenían 
aparentemente factores de riesgo asociados63, 64, 
como es el caso del trabajo realizado por Klein 
et al en 25 pacientes con ectasia post-LASIK63. 
En él refieren 3 causas posibles de la ectasia que 
se produce después de la aplicación de la técnica: 
un inadecuado lecho estromal (error en la toma 
de medida previa o por un incorrecto ensamblaje 
del microqueratomo a la hora de realizar el flap 
corneal), presencia de anormalidades no detectadas 
en topografía preoperatoria o una inestabilidad 
biomecánica de la córnea con anormalidades no 
detectables por la tecnología actual63.

Hay numerosos estudios o informes de casos 
de ectasia corneal después del uso del LASIK para 
tratamiento de miopía sin una definición consis-
tente de la patología ni una etiología definitiva56, 

63, 65-67. Concretamente Twa et al, en el año 2004, 
publican un estudio retrospectivo de los casos 
reportados en la especie humana, hasta esa fecha, 
en el que describen las características comunes 
de este hallazgo postoperatorio comparándolo 
con pacientes tratados con LASIK con resultados 
exitosos65. En dicho estudio, establecen una serie 
de características de las ectasias post-LASIK entre 
las que destacan una agudeza visual corregida de 
20/25 o menor, astigmatismo de 1.25 dioptrías 
(D) o mayor, grosor corneal menor de 400 µm o 
una profundidad de ablación de al menos 76 µm65. 
Todos estos valores predictivos pueden utilizarse 
para la detección temprana de ectasia post-LASIK 
e instauración de un tratamiento temprano65.

También en el 2004, Kamiya et al, publican los 
resultados de un estudio realizado en pacientes 
miopes de 65 ojos que han sido tratados con que-
ratectomía fotorefractiva (PRK) y 45 ojos a los que 
se les ha aplicado la técnica de “Laser in situ Kera-
tomileusis” (LASIK)68. Utilizaron como variables 
de estudio el tiempo que tarda la córnea en volver 
a protruirse (tiempos de seguimiento: 1 semana, 1, 
3, 6 y 12 meses), la comparación entre la elevación 
anterior y posterior de la córnea, el grosor corneal, 
la corrección de la miopía conseguida y su relación 
con la regresión de la miopía que se obtiene una 
vez realizados los tratamientos68. Ambas técnicas 
inducen una protrusión de la córnea68. A la sema-

na y al mes de la aplicación de los tratamientos, 
el LASIK induce mayor protrusión que la que se 
produce con la PRK, incluso en similar miopía68. 
Según Kamiya et al, esto puede deberse a que en 
la cirugía LASIK se produce una ablación más 
profunda en el estroma corneal68, hipótesis que se 
apoya en los resultados de Park et al en los que se 
demuestra que el estroma anterior es el debilitado 
por la creación del flap corneal y la ablación del 
tejido durante la cirugía de LASIK favoreciendo 
la protrusión69. Sin embargo mientras que esta 
protrusión se estabiliza después de una semana, la 
producida por la PRK progresa de forma gradual 
hasta los 6 meses posteriores, resultados de los que 
se desconoce el mecanismo subyacente en la actua-
lidad y sobre los que se debe seguir trabajando68. 
No obstante, a diferencia de otros autores, este 
grupo no considera esta protrusión una verdadera 
ectasia por no cumplir las condiciones de estira-
miento de las fibras de colágeno68.

TÉCNICAS DE MODELADO 
CORNEAL

Ortoqueratología (Orthokeratology)
(Ortho-K)

En 1971, la International Orthokeratology 
Section de la National Eye Research Foundation 
de los Estados Unidos definió el tratamiento orto-
queratológico como la “reducción, modificación o 
eliminación de las anomalías refractivas mediante 
la aplicación programada de lentes de contacto”70. 
En la última década, son amplias las investigacio-
nes de interés clínico y científico en este campo70. 
Actualmente se obtienen buenos resultados apli-
cando una sola lente en lugar de una sucesión de 
ellas cada vez más planas durante un periodo de 
semanas o meses70. Este tratamiento está indicado 
cuando no lo está la cirugía refractiva o cuando el 
paciente descarta dicho tratamiento quirúrgico70.

Este método modelador de la córnea consiste 
en la adaptación de unas lentes de contacto gas 
permeable rígidas (permiten la oxigenación de 
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la córnea) que moldean la forma de la córnea, 
al cambiar la curvatura reduciendo la cantidad 
de dioptrías y produciendo un aplanamiento que 
compensa la miopía71. A diferencia de las lentes 
convencionales, estas lentes de contacto están dise-
ñadas para aplanar la córnea de forma controlada70. 
Su comportamiento en la función visual es idéntico 
a las convencionales ya que el paciente puede ver 
con claridad70. Las lentes ortoqueratológicas indu-
cen una reducción transitoria del error refractivo 
aprovechando la plasticidad de la córnea, concre-
tamente de su epitelio71. Después de su retirada, 
la modificación de la córnea se mantiene durante 
cierto tiempo, al principio la duración es de unas 
horas pero posteriormente se estabiliza llegando a 
mantener la modificación producida durante todo 
el día72. Como se ha comentado anteriormente, 
este tratamiento es de efecto reversible, de tal 
forma que si el paciente deja de utilizar este tipo 
de lentes, se vuelve a instaurar el estado refractivo 
previo al tratamiento72.

Hoy en día, la modalidad nocturna es la más 
utilizada, la córnea se remodela durante el sueño 
y al despertar se retiran las lentes70. Los cambios 
suelen ser muy rápidos hasta incluso alcanzar un 
resultado excelente en un plazo de entre una y dos 
semanas73. Esta modalidad nocturna prevalece 
entre las demás dado que por un lado se elimina 
la acción de factores ambientales que sí condicio-
narían el tratamiento diurno como son el viento, 
polvo, etc.; y, por otro lado, la presión de los pár-
pados cerrados acelera el remodelado corneal70.

En la actualidad, las lentes de contacto de 
geometría inversa (curvatura invertida) están 
diseñadas para generar una fuerza hidrodinámica 
sobre la córnea con la que se pretende inducir la 
migración de las células epiteliales y lograr así un 
cambio en las primeras capas celulares71, 74. Para 
que esta fuerza resulte eficaz, la adaptación debe 
reunir unas características en cuanto a posición (el 
centrado de la lente es decisivo), movimiento (de-
ben moverse menos que las lentes convencionales, 
debe poseer un desplazamiento inducido por el 
parpadeo de 0,2 y 1,0 mm) y espacio entre lente y 
córnea (la transición entre las distintas zonas debe 
ser progresiva y no demasiado amplia)70.

Este tipo de tratamiento puede utilizarse en la 
miopía baja y moderada, hasta 6,00 D, incluso 
asociada a un astigmatismo bajo70. En las miopías 
más altas este tratamiento es capaz de reducir el 
defecto de refracción pero no lo corrige total-
mente70. En la mayoría de los casos, una excesiva 
toricidad corneal o un astigmatismo superior al 
componente esférico del defecto de refracción se 
consideran contraindicaciones para el tratamiento 
ortoqueratológico70.

El futuro más prometedor de esta técnica mo-
deladora va orientado al tratamiento de la hiper-
metropía y la presbicia mediante el aumento de la 
curvatura corneal70.

Contraindicaciones

Las contraindicaciones de la ortoqueratología 
son las siguientes70:

• Trastornos oculares que no permitan la adap-
tación de lentes de contacto (inflamaciones del 
segmento anterior).

• Cualquier enfermedad, lesión o anomalía 
ocular que afecte a la córnea, la conjuntiva o 
los párpados.

• Cualquier enfermedad sistémica que pueda 
afectarse por el contacto de las lentes (afeccio-
nes del sistema inmunitario).

• Reacciones alérgicas de la superficie o de los 
anejos oculares.

• Alteraciones importantes de la producción 
de la lágrima.

Termoqueratoplastia (TKP)

En 1900, Terrien describió por primera vez el 
uso de un cauterio para corregir un defecto re-
fractivo75. En el caso del queratocono, hubo que 
esperar hasta bien avanzado el siglo XX, concre-
tamente en el año 1964, para que se registrara en 
la bibliografía la primera aplicación de sondas 
calentadas para aplanar córneas queratocónicas 
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siendo numerosas las publicaciones posteriores 
en este sentido76. Estos estudios no fueron tan 
exitosos como se esperaban obteniendo resultados 
poco predecibles76.

Ya en el año 1973 Gasset et al desarrollan un 
instrumento, el Termoqueratóforo77. Este sistema 
consiste en una sonda de plata en cuya punta se 
incluye una resistencia térmica77. Este nuevo ins-
trumento fue probado en tiras de córnea porcina 
para su puesta a punto hasta que lo aplicaron en 
15 ojos con queratocono con la punta calentada 
desde 90° hasta 150° con diferentes tiempos de 
aplicación, obteniendo los mejores resultados 
con las temperaturas más altas77. En 1981 Itoi 
refiere una serie de 750 casos de queratocono 
tratados con queratoplastia térmica en la que sólo 
el 7% necesitaron un trasplante de córnea78. Los 
siguientes ensayos realizados iban encaminados 
a mejorar la tecnología necesaria para la aplica-
ción de este tratamiento consiguiendo en los años 
80 ampliar su utilización en el tratamiento de la 
hipermetropía y el astigmatismo79, 80. En 1990, 
Neumann et al describen la queratoplastia térmica 
radial consistente en la aplicación de una sonda de 
termoqueratoplastia de forma radial en la periferia 
media, determinando que para conseguir el efecto 
esperado se dependía de factores tales como el 
respeto de la zona óptica central, del número de 
radios realizados y del número de aplicaciones por 
cada radio80. Estos autores obtuvieron una buena 
estabilidad del estado refractivo de las córneas 
durante el primer año80. Pasado este tiempo los 
autores relataron una serie de complicaciones ta-
les como erosiones corneales, pliegues corneales, 
astigmatismos reducidos, neovasos periféricos y 
pannus corneal80.

Un avance primordial en este campo fue la uti-
lización de fuentes de láser para liberar cantidades 
de energía térmica regulada81. En 1979, Mainster et 
al describen un modelo teórico para la utilización 
de láseres en la queratoplastia térmica resaltando 
la importancia de estos sistemas para liberar calor 
de forma más controlada y por tanto con menos 
daño para el endotelio y el epitelio82. Se han esta-
blecido diferentes métodos para la realización de 
la termoqueratoplastia tales como láser de CO2 o 

láser de diodo81. La queratoplastia térmica basada 
en láser, aunque destacando en sus inicios, tiene 
unas grandes limitaciones dado los grandes índices 
de regresión que presenta83. Por otro lado, el uso 
de la técnica basada en láser de diodo consigue 
inducir mayores cambios a mayor tiempo de irra-
diación y a menor zona óptica84, 85. Como principal 
ventaja tiene la capacidad de calentar de forma más 
uniforme el colágeno corneal84, 85.

Queratoplastia Conductiva (CK)

La queratoplastia conductiva es una técnica 
modeladora de la córnea que emplea la radiofre-
cuencia para modificar las fibras de colágeno de 
la córnea86. El objetivo es producir en el estroma 
corneal un aumento de temperatura suficiente para 
producir la contracción de las fibras del colágeno y 
por tanto una modificación de la curvatura corneal 
y del poder refractivo86. El despegue de la CK se 
produce entre los años 2003 y 2006 como alternati-
va para la hipermetropía, presbicia y determinados 
astigmatismos86. En el año 1997, Méndez et al 
describen por primera vez un sistema en el que a 
través de la aplicación de la radiofrecuencia en la 
periferia corneal (y sin sustracción de tejido) se 
consigue aumentar su curvatura87. En este estudio, 
los autores penetran en el interior de la córnea con 
unos aplicadores metálicos siguiendo un patrón 
circular de 8 a 32 aplicaciones en la periferia cor-
neal, de esta forma los puntos de aplicación actúan 
como un cinturón curvando la córnea central y 
como consecuencia disminuyendo el número de 
dioptrías87.

La técnica quirúrgica consiste en marcar la 
córnea con un marcador mojado en violeta de 
genciana o azul de metileno centrado respecto 
al eje de la mirada86. Posteriormente se aplica 
la punta del equipo de termoqueratoplastia de 
forma perpendicular en las zonas marcadas86. 
Una variedad de la técnica consiste en utilizar un 
anillo de succión conectado a una jeringuilla con 
resorte que es la que produce el vacío86. Una vez 
se comprueba la correcta succión y la estabilidad 
producida se tracciona el globo ocular hacia arriba 
mientras se marcan dos o tres puntos a través de 
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los radios libres del anillo, posteriormente la punta 
del equipo se introduce por los orificios del anillo 
de succión diseñados para tal fin86.

Criterios de exclusión

Los criterios de exclusión absolutos son86:

• Pacientes con agudez visual corregida infe-
rior a 0.5.

• Paquimetrías a 6mm del ápex corneal infe-
riores a 560 µm.

• Pacientes que presentan algún tipo de tropia 
o foria.

• Patología activa del polo anterior.

• Patología palpebral que imposibilite la colo-
cación del blefarostato o que altere el parpadeo 
normal.

En el mismo sentido se establecen unos criterios 
de exclusión relativos86:

• Erosiones corneales recurrentes.

• Historia de queratitis por herpes.

• Glaucoma.

• Historia de aumento excesivo de la PIO por 
esteroides.

• Procesos autoinmunes.

• Diabetes.

• Queratitis seca intratable.

Segmentos intracorneales

Han sido muchos los estudios sobre cuál sería 
el material idóneo para este tipo de implantes88. En 
1964, Belau et al concluyen que los implantes de 
silicona y de polimetilmetacrilato (PMMA) se to-
leraban bien al insertarlos en la córnea de perros88.

A finales de la década de los 80 se publican las 
primeras experiencias de Fleming et al con anillos 
de plástico en dos animales de la especie cunícula, 

que denominan intrastromal corneal ring (ICR)89. 
Se trata de implantes anulares de PMMA con una 
abertura que se cerraba mediante una grapa me-
tálica de tal forma que se puede obtener un efecto 
expansivo o constrictor según se fijase dicha gra-
pa89. En los resultados histológicos se detecta una 
activación de los queratocitos, formación de nuevo 
colágeno y depósitos lipídicos alrededor de los 
implantes89. Se desarrolla un modelo matemático 
para predecir el efecto refractivo según la relación 
de los radios corneales con los del anillo89. No 
obstante, este tipo de anillos sólo se llega a emplear 
en la correción de miopías, y esta idea inicial del 
cierre variable con grapas se desecha89.

El ICR evoluciona a dos segmentos anulares 
de 150° de arco y diámetros internos y externos 
respectivamente de 6,77 y 8,10 mm, pasando a 
llamarse intrastromal corneal rings segments 
(ICRS), una configuración conocida a partir de 
1999 bajo la marca Intacs®90. En 1995 se inicia 
un primer estudio clínico en ojos de miopía leve 
a moderada en la especie humana, produciendo 
un cambio refractivo y con una buena predictibi-
lidad en miopías leves91. En tres casos se produce 
deslumbramiento e imágenes dobles en visión 
nocturna91. Estos anillos se explantan y hay un 
retorno de la refracción preoperatoria dentro de 
un margen de 1,00 D con lo que se comprueba la 
reversibilidad del procedimiento91. Este hallazgo 
se reafirma gracias a Alió et al, que en el año 2006, 
publican un estudio retrospectivo de 13 ojos a los 
que se les implanta Intacs® para la corrección del 
queratocono y en el que se detecta en el seguimien-
to una progresión en los valores de la curvatura 
corneal (valores K), demostrando de esta forma 
que los anillos pueden corregir errores refractivos 
de forma temporal y por tanto no proporcionan un 
efecto de aplanamiento permanente92.

Este procedimiento posee resultados tempo-
rales dado que la corrección del error refractivo 
desaparece cuando se retiran los anillos93, 94.

Pese a los buenos resultados y la ventaja de 
preservar la asfericidad corneal, aparte de su 
economía, los ICRS nunca llegan a suponer más 
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que una porción muy minoritaria en el campo de 
la corrección de la miopía, de esta forma pasaron 
a emplearse en los defectos residuales tras ciru-
gía tipo LASIK o tras queratoplastia penetrante, 
especialmente en queratocono, así como en otras 
ectasias corneales90.

De forma paralela a la creación de este tipo 
de segmentos, Paulo Ferrara desarrolla a partir 
de 1986 unos estudios de implantes anulares de 
PMMA de sección triangular mediante bolsillo 
corneal en la especie canina90. Las primeras pu-
blicaciones indexadas al respecto de estos “anillos 
de Ferrara” aparecen en el 2002, presentando 
resultados prometedores en el tratamiento del 
queratocono, en particular, en pacientes que son 
intolerantes a las lentes de contacto95, 96.

La implantación de los anillos intracorneales 
no es una técnica exenta de complicaciones90. Se 
puede presentar una neovascularización de la in-
cisión de entrada de los segmentos, la migración 
de estos por el estroma corneal o una extrusión si 
la córnea es excesivamente delgada90. De igual 
forma en la bibliografía se registran varios casos 
de infecciones corneales posteriores a la implan-
tación de los anillos, con disminución de la visión, 
inflamación e infiltrados estromales localizados en 
los extremos de los anillos97-99.

Debido a la gran variabilidad de anillos clasifi-
cados en función del espesor, tamaño, longitud de 
arcos variable (Intacs®, anillos de Ferrara, anillos 
intracorneales Keraring-Ferrara, etc.), antes de 
elegir el anillo ideal hay que examinar con dete-
nimiento las condiciones de la córnea que se va 
a tratar; evaluar su espesor y su grado de ectasia 
antes de elegir el anillo ideal90.

Queratectomía refractiva 
(photorefractive keratectomy) 
(PRK) / (LASIK)

Con el uso del láser excimer (haz de luz ul-
travioleta frío) se eliminan diminutos trozos de 
la superficie corneal (ablación corneal) con el fin 

de remodelarla100. Está indicada en pacientes con 
miopía y astigmatismo y sospecha de queratocono 
ya que mejora la visión y la tolerancia a las lentes 
de contacto100-102.

La técnica LASIK se realiza de igual forma pero 
exige que la córnea tenga un espesor mayor para la 
realización de un flap corneal49. Previamente a la 
cirugía se levanta una capa fina de tejido corneal 
que luego se sitúa encima sin necesidad de puntos 
de sutura49. Actualmente, el queratocono supone 
una contraindicación absoluta para el tratamiento 
de los defectos de refracción mediante esta técnica, 
por la importante disminución del espesor corneal 
que produce en la ya debilitada estructura corneal 
de este trastorno49. La necesidad de realizar una 
queratoplastia posterior en muchos casos ha hecho 
que muchos autores ya no tengan en cuenta este 
procedimiento como de elección primaria24, 49.

TÉCNICAS DE TRATAMIENTO 
DE LA CÓRNEA ECTÁSICA

Los trasplantes de córnea, además de ser ci-
rugías con mayor riesgo que las anteriormente 
descritas, tienen un agravante al tratarse de la 
utilización de un tejido donante con los riesgos de 
rechazo que eso supone, rechazo que ocurre en me-
nor medida en el trasplante de espesor parcial103, 104.

Queratoplastia lamelar (lamellar 
keratoplasty) (LKP)

Consiste en la realización de un trasplante de 
córnea de espesor parcial105. Se procede a la resec-
ción del estroma patológico del receptor dejando la 
membrana de Descemet y el endotelio intactos105.

La mayor complicación de la técnica reside 
en la disección lamelar del estroma sin perforar 
la membrana de Descemet105. Se describen varias 
técnicas para facilitar esta maniobra como la in-
yección de aire105 o de solución salina106.
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Las indicaciones clínicas de esta técnica 
incluyen el queratocono, anomalías inducidas 
quirúrgicamente por queratotomía refractiva, de-
generaciones del estroma corneal, etc.105.

Queratoplastia penetrante 
(penetrating keratoplasty) (PKP)

Consiste en realizar un trasplante de córnea de 
espesor total105. Presenta peor periodo postopera-
torio en cuanto a recuperación del paciente que la 
LKP, mayor riesgo de rechazo del injerto y tiene 
el riesgo de una cirugía intraocular105. Sin embargo 
ofrece mejores resultados visuales que la LPK en 
el tratamiento del queratocono107-110.

En una revisión bibliográfica exhaustiva en el 
año 1990 sobre las causas de rechazo del injerto 
en este tipo de técnica, Wilson et al, publican 
un amplio trabajo sobre las mismas, señalando 
como responsables: factores del tejido donante o 
de su conservación, complicaciones de la técnica 
quirúrgica (ej. sinequias anteriores, inadecuado 
uso de los agentes viscoelásticos, etc.), defectos 
epiteliales persistentes (ej. producidos por quera-
titis herpéticas, quemaduras por álcali, síndrome 
de Stevens-Johnson, etc.), rechazo inmunológico 
por parte del receptor (causa más común de fallo 
del injerto), infección del injerto (ej. queratitis 
herpéticas, bacterianas o fúngicas, etc.), glauco-
ma, trauma y distrofias corneales primarias (ej. 
Distrofia de Fuchs)103.

Esta técnica tiene un amplio abanico de indica-
ciones como ya señalan Killingsworth et al, en el 
año 1993, donde refieren un estudio retrospectivo 
de pacientes a los que se les realizó una querato-
plastia penetrante 9 años antes104. Las patologías 
presentes en las córneas que fueron incluidas para 
la queratoplastia penetrante fueron: queratitis 
bacterianas y fúngicas, queratitis herpéticas (con 
y sin inflamación), queratitis por acanthamoeba, 
perforaciones debidas a queratoconjuntivitis seca 
y otras causas de perforación104. El 73% de los 
injertos corneales en el caso de las queratitis bac-
teriana mantiene la transparencia mientras que en 

las fúngicas se obtiene un 60% de éxito104. En las 
queratitis herpéticas se alcanza un 36% de éxito 
pero manifiesta posteriormente inflamación104. El 
resultado más destacable de este trabajo es que 
obteniéndose un 83% de estabilización anató-
mica en los casos de queratoconjuntivitis seca, 
todos los injertos fallan por complicaciones de la 
enfermedad de la superficie ocular, no por fallos 
de la técnica104.

Segmentos intracorneales

Una vez demostrada la seguridad y eficacia 
de la colocación de segmentos intracorneales 
en el tratamiento de la miopía leve y moderada 
y recientemente, también en el manejo del que-
ratocono, se plantea la posibilidad de utilizarlos 
para queratoplastia refractiva54, 111. Concretamente 
Colin et al, en el año 2001, fueron los primeros 
autores en publicar resultados con la utilización de 
anillos corneales intraestromales en queratocono 
(Intacs®)111. Este estudio demuestra una reducción 
del astigmatismo producido por el queratocono 
además de una regularidad topográfica111.

Resultados similares en la mejoría de la agude-
za visual, el aplanamiento topográfico y el corto 
periodo de rehabilitación, obtienen Kanellopoulos 
et al, en su trabajo diseñado en el 2006 sobre 20 
ojos de 15 pacientes con queratocono de grado 
moderado a avanzado, excepto por un grupo 
significativo de 6 ojos en los que se registran 
problemas postoperatorios (35 %) relacionados 
con mayor adelgazamiento de la córnea (debido 
al grosor irregular de las córneas queratocónicas) 
y, por tanto, la exposición de los anillos112.

Posteriormente, en el año 2007, de nuevo el 
grupo de Colin et al, presentan un estudio preli-
minar que incluye 100 ojos queratocónicos con 
la córnea clara central e intolerancia a las lentes 
de contacto para corregir el astigmatismo con 
segmentos de arco más corto113. Los resultados 
sitúan a los anillos corneales (Intacs®) como un 
tratamiento seguro y eficaz para el queratocono 
dado que se consiguen mejoras significantes en los 
resultados visuales en la mayoría de los casos, así 



14 Revisión	Bibliográfica

como la restauración de la tolerancia a las lentes 
de contacto113. Al igual que Rabinowitz y Shetty 
et al, en estudios posteriores, refieren estos anillos 
corneales como un método potencialmente ajusta-
ble y reversible52, 114.

Actualmente en la bibliografía, a falta de estu-
dios a largo plazo, se registra su utilización para 
queratectasias post-LASIK53, 115. Siganos et al, en 
el año 2002, implantan en 3 ojos de la especie 
humana con ectasia post-LASIK los anillos cor-
neales (Intacs®) obteniendo buenos resultados 
refractivos con mejora de la agudeza visual y sin 
complicaciones55. Estos resultados se revalidan un 
año después por este mismo grupo de trabajo con 
Kymionis a la cabeza en un estudio con mayor 
número de casos53. En este último, a pesar de la 
mejora de la agudeza visual y de resultados espe-
ranzadores después de un año de seguimiento, se 
ratifica la falta de estudios a largo plazo de este 
procedimiento para aseverar su eficacia en las ec-
tasias post-LASIK de forma segura, coincidiendo 
de esta forma con otros autores53.

Asociación de técnicas

El uso de la combinación de dos o más técnicas 
quirúrgicas busca reducir los riesgos de traspasar 
las limitaciones de cada uno aplicada de forma in-
dividual, y ampliar la gama de correcciones que se 
pueden ofrecer al paciente de una forma segura116. 
En lo que se refiere a la técnica quirúrgica, las po-
sibles complicaciones y efectos secundarios de la 
tunelización para la introducción de los segmentos 
intracorneales son116:

• perforaciones.

• defectos epiteliales.

• tunelización superficial con migración tardía 
del segmento.

• extrusión.

Estos han mejorado notablemente con los nue-
vos avances tecnológicos señalando concretamen-
te la aparición del láser femtosegundo en el 2004, 
el cual ha aportado seguridad y eficacia, mejorando 

los parámetros visuales del paciente117, 118.

Se destacan a continuación las combinaciones 
de técnicas más frecuentes116:

Anillos intracorneales + tratamiento 
ortoqueratológico nocturno

Esta combinación parte de la utilidad para re-
modelar de forma transitoria la superficie anterior 
de la córnea gracias a la aplicación de lentes de 
contacto rígidas permeables a gas (LC-RPG)71, 119 
y a la alta sensibilidad de la córnea queratocónica 
al remodelado para mejorar los índices de regulari-
dad de la superficie y el rendimiento visual120. Por 
motivos que hoy en día se desconocen, el efecto 
de remodelado corneal que produce una lente de 
contacto RPG es más duradero en ojos en los que 
ya se han implantado segmentos anulares intraes-
tromales (Intacs®) que en ojos queratocónicos sin 
ningún procedimiento previo116.

Mediante la asociación de estas técnicas, 
Calossi et al proponen el uso de la ortoquerato-
logía para reducir la aberración corneal en quera-
toconos progresivos y aplicación del tratamiento 
crosslinking para estabilizar el efecto moldeador 
conseguido por la ortoqueratología121. En su tra-
bajo determinan que la ortoqueratología mejora 
la forma corneal temporalmente pero que la apli-
cación del tratamiento crosslinking no consigue 
estabilizar dicho cambio en la forma corneal in-
cluso un mes después de interrumpir la aplicación 
de la ortoqueratología121. No obstante, mejora la 
agudeza visual corregida manteniendo una mejora 
un año después de la aplicación de la combinación 
de técnicas121.

Anillos intracorneales después de una 
queratoplastia lamelar o penetrante

En pacientes que se han sometido a una que-
ratoplastia lamelar o penetrante, cuando no se 
puede tratar un astigmatismo postoperatorio alto 
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o irregular mediante lentes de contacto RPG y 
este error refractivo está disminuyendo la calidad 
de vida del paciente, no es factible implantar los 
Intacs® debido al diámetro de estos segmentos ya 
que quedarían demasiado cerca de la unión injerto-
huésped116. En este campo se considera más seguro 
implantar segmentos Ferrara Ring o Keraring dado 
su distinto diámetro122.

Anillos intracorneales + tratamiento 
crosslinking

La fotopolimerización producida por la combi-
nación de riboflavina y luz ultravioleta A, aumenta 
la rigidez biomecánica del estroma y estabiliza 
los trastornos ectásicos de la córnea induciendo 
de esta forma una mejoría en la irregularidad de 
la superficie corneal y en la agudeza visual123-126.

La combinación de este tratamiento con la im-
plantación de Intacs® permite potenciar el efecto 
de aplanamiento de estos últimos116. Chan et al, 
realizan un estudio, en el año 2007, en 25 ojos de 
la especie humana en los que se implantan Intacs® 
y posteriormente aplican la riboflavina y la luz 
ultravioleta127. En los resultados se observa una 
reducción estadísticamente mayor del cilindro y de 
los valores de K en el grupo tratado con Intacs® 
más crosslinking que en el grupo sólo tratado con 
Intacs®127.

En este sentido, Vicente et al, refieren un 
estudio retrospectivo de 14 ojos a los que se les 
realiza el tratamiento crosslinking transepitelial 
(sin necesidad de retirar el epitelio corneal y con la 
aplicación de la riboflavina-carboximetilcelulosa) 
seguida de la aplicación de Intacs®128. Los valores 
de la queratometría se reducen, los parámetros 
visuales son estables y la córnea incrementa en 
fuerza, demostrando que el tratamiento puede 
asociarse con otras técnicas moldeadoras de la 
córnea128.

A nivel experimental y de forma novedosa en 
este campo, nuestro grupo de trabajo en el año 2009 
diseña un estudio en la especie porcina consistente 

en la implantación de Intacs® en ambos ojos y la 
posterior aplicación del tratamiento crosslinking 
en el ojo izquierdo129. En ambos ojos se produce 
un mayor aplanamiento, sin embargo, cuando 
procedemos a la explantación de los segmentos, 
se detecta un efecto parcial de reversión del apla-
namiento producido en ambos ojos comparados 
con los valores preoperatorios129. En este sentido, 
y coincidiendo con los resultados de Chan et al127 
y Ertan et al130, se observó que el aplanamiento 
corneal era más marcado en los ojos tratados con 
riboflavina-UVA que en los no tratados, demos-
trando de esta forma el efecto aditivo aplanador 
de la combinación de estas dos técnicas129.

PRK + tratamiento crosslinking

Recientemente, Kymionis et al han demos-
trado en sus estudios resultados prometedores 
combinando PRK con tratamiento crosslinking 
mostrando unas medias de valores queratométricos 
que permanecen estables a través de un periodo 
de seguimiento de 25 meses131. Adicionalmente, 
ninguno de los pacientes de este estudio muestra 
signos topográficos o clínicos de progresión del 
queratocono durante el periodo de seguimien-
to131. Sin embargo, los autores concluyen que 
esta combinación de técnicas es más apropiada 
para pacientes con queratoconos tempranos ya 
que las córneas más avanzadas de queratoconos 
más avanzados podrían excluir la posibilidad de 
retirada de tejido en la PRK131.

NUEVAS TENDENCIAS

Crosslinking Corneal (Reticulación 
corneal) (CxL)

La reticulación del colágeno es un proceso 
ampliamente conocido en los tejidos humanos 
asociado al envejecimiento132. Consiste en la crea-
ción de enlaces covalentes o iónicos que unen una 
macromolécula (polímero sintético o natural, ej. 
proteínas) a otra132.
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Se produce de forma natural relacionada con el 
envejecimiento133 y asociada a la diabetes134. Es un 
proceso ya empleado en diferentes especialidades 
de la medicina como por ejemplo la odontología135, 
para el curado de compuestos136 con luz ultravio-
leta (fotopolimerización) o en cirugía cardiaca, 
para reducir el deterioro tisular de las válvulas 
cardiacas137 o en injertos de meniscos.

La reticulación o crosslinking del tejido cor-
neal, es una técnica sencilla y poco invasiva que 
consiste en una fotopolimerización de las fibras es-
tromales de la córnea mediante la acción conjunta 
de una sustancia fotosensibilizante (riboflavina) y 
de radiación ultravioleta tipo A (UVA), durante 30 
minutos a una distancia de la córnea de 1 cm138. 
El principio fundamental descrito por Gregor 
Wollensak en el año 2003 (ver Tabla 1) se basa 
en la excitación de la riboflavina por la radiación 
UVA138. En esta situación, la riboflavina,excitada 
por una reacción de fotoxidación, genera radica-
les del oxígeno (especies reactivas de oxígeno, 
ERO) que transforman grupos amino terminales 
de las cadenas laterales de las fibrillas de coláge-
no corneal en grupos aldehídos138. Seguidamente 
los grupos amino y los grupos aldehído forman 
enlaces covalentes entre cadenas laterales de co-
lágeno138. La consecuencia directa de esta unión 
es un incremento de la rigidez corneal y por tanto 
mayor resistencia a la ectasia126, 138.

La idea de este tratamiento aplicado a nivel de 
la córnea surge en la Universidad de Dresden (Ale-
mania) con la intención de detener el progreso de 
la enfermedad ectásica (en este caso centraron los 
estudios en el queratocono) o impedir la necesidad 
de una queratoplastia138. Las bases sobre las que 
se asentaron fueron que los pacientes diabéticos 
jóvenes no desarrollaban queratocono dado que 
la glucosa provocaba un efecto de crosslinking 
natural en las fibras de colágeno incrementado su 
resistencia134.

Realizando un análisis más profundo del uso 
del crosslinking como tratamiento de la ectasia 
corneal se señalan los factores más importantes 
del mismo.

Profundidad del tratamiento

Andreassen et al, en 1980, apoyan el concepto 
de que una disminución de la resistencia mecánica 
juega un importante papel en la protrusión de la 
córnea en el queratocono20. En su trabajo desa-
rrollado en la especie humana, enfrentan córneas 
queratocónicas con córneas normales en tests de 
fuerzas biomecánicas obteniendo valores de carga 
y de tensión menores en las córneas patológicas20. 
Describen la dureza de la córnea queratocónica 
como un 60% de la dureza de una córnea nor-
mal, demostrando que los cambios en el patrón 
de entrecruzamiento del colágeno tienen como 
consecuencia cambios biomecánicos20. En este 
mismo sentido realizan una digestión enzimática 
utilizando una solución digestiva compuesta prin-
cipalmente por pepsina20. Las córneas normales 
tienen una digestión dos veces más alta que las 
córneas queratocónicas, señalando como causa la 
disminución de entrecruzamiento del colágeno20.

La primera incógnita que se plantea, y que 
todavía en la actualidad genera controversia, es si 
esa disminución del entrecruzamiento producida 
en el queratocono está presente en todo el espesor 
corneal (tal y como describen Pouliquen et al en su 
trabajo139) o por el contrario, este proceso degene-
rativo se produce sólamente en la parte anterior del 
estroma corneal, hipótesis que confirman Iwamoto 
et al y McTigue en sus estudios histológicos140, 141.

En la córnea sana la estabilidad de la superficie 
anterior se atribuye a la orientación preferente de 
las lamelas de colágeno4.

Müller et al, en el año 2001, desarrollan un 
trabajo en el que demuestran que la arquitectura 
específica del estroma anterior es la responsable 
del mantenimiento de la curvatura corneal en la 
especie humana, incluso en casos de hidratación 
extrema, planteando la posibilidad de la aparición 
de problemas ópticos a largo plazo en técnicas 
como la queratectomía refractiva (PRK) porque 
es necesaria la retirada de la parte anterior de la 
córnea y la cirugía por láser (LASIK) dado que se 
levanta un flap estromal anterior18. En sus estudios 



	 Revisión	Bibliográfica	 17

histológicos, las diferencias entre la distribución 
de las lamelas de colágeno entre estroma ante-
rior y posterior es muy clara, evidenciando un 
entrelazado más apretado entre las lamelas del 
estroma anterior incluso en casos de hidratación 
no fisiológica18.

Müller et al prueban diferentes grados de 
hidratación corneal manteniendo unas muestras 
corneales de 450 µm sumergidas durante diferentes 
tiempos18. A diferencia de la arquitectura anterior, 
la organización de la parte estromal de la córnea, 
empieza a perderse a las primeras 24 horas día 
siguiente de la inmersión en una solución salina 
tamponada con fosfato (PBS)18. En este tiempo, 
la membrana de Descemet sufre unas ondulacio-
nes y el grosor corneal alcanza los 650 µm, los 
queratocitos son más cortos y gruesos y no se 
presenta espacio entre las lamelas de colágeno18. 
En las pruebas de inmersión en agua puede llegar 
a alcanzar los 1200 µm en 24 horas18. En este 
caso, los queratocitos, pierden su morfología ori-
ginal alargada, la forma del núcleo es irregular y 
apenas se aprecia un delgado borde de citoplasma 
alrededor18. No obstante, pueden diferenciarse 
todavía las lamelas de colágeno onduladas18. Los 
resultados de este estudio llevan a los autores al 
hallazgo de una zona de 100-120 µm por debajo 
de la membrana de Bowman que no está afecta-
da por las condiciones extremas de hidratación, 
hallazgo que se interpreta como consecuencia de 
la arquitectura específica de la parte anterior del 
estroma con un entrelazado más apretado y con 
la diferente composición de los proteoglicanos en 
ambas partes18.

Teniendo como base estos trabajos, el trata-
miento crosslinking se centra en crear nuevos 
puentes entre las fibras de colágeno para obtener 
una mayor rigidez en la córnea138. Dado que una 
distribución homogénea del entrecruzamiento en 
todo el estroma parece poco probable y que varios 
estudios sugieren que el entrecruzamiento se pro-
duce sobre todo en el estroma anterior142 (aproxi-
madamente los primeros 200 µm), Kohlhaas et al 
realizan en el año 2006 su estudio dividiendo el 
estroma en dos partes, anterior y posterior para 
evaluar la distribución real del efecto del trata-

miento crosslinking y determinar en cuál de las 
dos partes el tratamiento es más efectivo143. En su 
investigación, utilizan 40 ojos enucleados de la 
especie porcina de menos de 6 horas postmortem 
y 10 ojos de la especie humana de menos de 48 
horas postmortem143. Tras retirar el epitelio de 20 
ojos de la especie porcina y 5 ojos de la especie 
humana, aplican la riboflavina (0,1%, 10 mg ribo-
flavina-5-fosfato en 10 ml de solución de dextrano 
T500 al 20%) y seguidamente la luz UVA (370 
nm, 3 mW/cm2) siguiendo el protocolo descrito 
por Wollensak138 (irradiación durante 30 minutos 
durante la cual se aplican dos gotas de la solución 
de riboflavina cada 5 minutos)143. En el grupo con-
trol (20 ojos de la especie porcina y 5 ojos de la 
especie humana) realizan una desepitelización de 
la córnea pero no aplican el tratamiento crosslin-
king143. Como se ha comentado anteriormente, 
para evaluar el efecto del tratamiento crosslinking 
a través del estroma en este trabajo, se obtienen 
dos tiras de la córnea (la orientación del corte se 
realiza de superior a posterior) y se procesan por 
separado mediante el uso de la paquimetría para 
la obtención del espesor de la muestra143. Kohlaas 
et al determinan en su estudio que el 65-70% de 
la irradiación es absorbida por los primeros 200 
µm del estroma, mientras que sólo un 20% alcanza 
los 200 µm posteriores143. Este efecto localizado 
puede deberse a la acción de la riboflavina y a su 
difusión en el estroma143.

En el año 2006, el grupo de trabajo de Seiler 
et al describen por primera vez, por medio de la 
utilización de la lámpara de hendidura, la aparición 
de una línea de demarcación a unos 300 µm de 
profundidad en el estroma de córneas queratocó-
nicas de la especie humana tras la aplicación del 
tratamiento crosslinking144. Esta línea de demar-
cación descrita en este estudio se hace visible a 
las dos semanas de la aplicación de la riboflavina/
UVA y se explica como la línea que representa la 
demarcación entre la parte de córnea tratada de la 
no tratada144. Esta explicación reafirma los estu-
dios de Caporossi et al, en los que por medio de la 
microscopía confocal, identifican diferentes áreas 
de orientación vertical y lateral a una profundidad 
de 270 µm-330 µm en córneas humanas tratadas 
con riboflavina/UVA145.
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Los resultados de los estudios de Kohlhaas et 
al143 y de Seiler et al144 confirman los anterior-
mente realizados por Wollensak et al que plantean 
la hipótesis de un mayor efecto del tratamiento 
crosslinking en la parte anterior de la córnea, 
apoyando la teoría de la dependencia del efecto 
del tratamiento en función de la profundidad es-
tromal126, 138, 146.

En el año 2007, Wollensak et al describen un 
cambio importante en la hidratación corneal147. 
Realizan la técnica de crosslinking en 20 ojos 
enucleados de cerdo y los incuban durante 24 horas 
en una cámara húmeda147. Se observan 3 zonas 
del estroma corneal con diferentes grados de ede-
ma147. La zona más anterior (242 µm) no presenta 
signos de edema, una zona intermedia (238 µm) 
ligeramente edematizada y la zona más profunda 
se presenta con un intenso edema147. Este estudio 
reafirma la teoría de la localización anterior del 
efecto crosslinking147.

Kanellopouolos et al, introducen el análisis 
cuantitativo de alta resolución del segmento an-
terior mediante tomografía de coherencia óptica 
(OCT, técnica no invasiva) para determinar la 
profundidad y extensión de los cambios produci-
dos en el estroma anterior de la córnea inducidos 
por el tratamiento crosslinking148. En su estudio, 
comparan un grupo de 50 pacientes (100 ojos) con 
córneas sanas frente a un grupo de 47 pacientes (94 
ojos) con queratocono previamente tratados con 
crosslinking mediante protocolo de Atenas148, 149. 
En el estudio de Seiler et al, anteriormente des-
crito, se describe la línea de demarcación como 
la transición entre la zona tratada y la zona no 
tratada mediante crosslinking detectada con la 
lámpara de hendidura144. Esta línea no parece 
afectar a la visión, sólo corresponde a cambios en 
la densidad del estroma y aparece como una zona 
hiperreflectiva en las imágenes de OCT148. En las 
imágenes tomadas, la media del grosor corneal 
del grupo tratado es de 432µm y la extensión, es 
decir, la profundidad alcanzada por el tratamiento, 
es de 305,6 µm (aproximadamente el 70,98% del 
espesor corneal)148. Con el tiempo, los cambios en 
la densidad se hacen menos evidentes, la tendencia 
es negativa, indicando que el área de demarcación 

se va desvaneciendo a partir de los 12 meses de 
realizado el tratamiento148.

Citotoxicidad del tratamiento

La radiación ultravioleta de 370 nm actúa como 
fotosensibilizante de la riboflavina, en los estudios 
de Wollensak et al se estima que la energía adecua-
da es de 3.00 mW/cm2 y que produce una apoptosis 
de los queratocitos hasta una profundidad de 300 
µm en el espesor150, 151. 

La dosis aplicada durante el procedimiento 
crosslinking es de 5,4 J/ cm2 durante 1800 sg, lo 
que excede los valores de la International Com-
mision on Non-Ionizing Radiation Protection 
(1 J/cm2 durante menos de 1000 sg)123. Si se aplica 
la dosis recomendada sobre una córnea virgen, sólo 
sería filtrada por esta un 30%, llegando a las estruc-
turas oculares una dosis de 2,10 mW/cm2, siendo 
absorbida por el cristalino el 50 % y el resto por 
la retina123. Cuando se aplica la radiación en una 
córnea desepitelizada y embebida en riboflavina, 
esta actúa como filtro limitando el paso de energía 
a 0,09 mW/cm2, cantidad que ya no es tóxica para 
el resto de estructuras intraoculares123.

La seguridad del tratamiento tiene mayor 
importancia en la existencia o no de daños en el 
endotelio corneal123. Los estudios realizados deter-
minan que si esta capa se afecta es debido a que la 
córnea es excesivamente fina a la hora de realizar 
el procedimiento, de ahí que uno de los principales 
requisitos de la aplicación de este tratamiento sea 
el control del espesor corneal, que debe ser mínimo 
400 µm125, 126, 152, 153.

Los umbrales citotóxicos calculados para 
la energía UVA son para los queratocitos de 
0,5 mW/cm2 produciéndose citotoxicidad en las 
270 µm superficiales del estroma corneal, y de 0,3 
mW/cm2 para el endotelio151-153. Estos niveles en el 
endotelio sólo se alcanzan cuando la córnea tiene 
un grosor menor de 350 µm, a lo que se añade un 
colchón de seguridad de 50 µm123, 152. Esto con-
diciona una de las premisas de esta técnica, sólo 
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se puede aplicar en córneas de más de 400 µm125, 

152, 153. En un estudio del año 2010 realizado por 
Wollensak en un paciente de 23 años, la histología 
obtenida muestra una pérdida total de queratocitos 
entre los 250-280µm en el estroma anterior, mos-
trando una membrana de Descemet y un endotelio 
intactos154, confirmando lo descrito en in vitro y 
en animales125, 150, 153 y demostrando el alto grado 
de seguridad del tratamiento si se cumplen los 
requisitos de espesor corneal125, 152, 153. En el mis-
mo sentido, Goldich et al evalúan el posible daño 
durante el tratamiento riboflavina/UVA al resto de 
estructuras oculares en 14 ojos con queratocono 
progresivo155. A lo largo de los tiempos de segui-
miento (1 semana; 1, 3, 6 y 12 meses) se analizan 
el endotelio y la retina confirmando la ausencia de 
pérdida de densidad endotelial así como alteracio-
nes en la mácula, cambios en su grosor o áreas de 
hiperreflectividad en la retina155. Este análisis de 
retina se basa en su anatomía por lo que consideran 
necesario realizar estudios de electrorretinografía 
(ERG) para evaluar su funcionalidad155.

Es fundamental conocer los posibles efectos 
perjudiciales de la radiación UVA en las estructuras 
oculares antes de aplicar este tratamiento156, 157. 

En los años 80, Ringvold et al realizan diversos 
trabajos para evaluar los efectos de la radiación de 
la luz UV en córneas de la especie cunícula en sus 
distintas capas y en el humor acuoso156. Gracias 
al uso de la microscopía electrónica los resulta-
dos obtenidos demuestran una capacidad notable 
de recuperación de la córnea frente a la agresión 
producida por la radiación156. Los daños a nivel 
de todas las capas corneales son instantáneos al 
igual que la destrucción de los queratocitos, sin 
embargo, la recuperación es íntegra al cabo de 
una semana156. Wollensak et al muestran, en el año 
2007, en su trabajo una serie de cortes histológicos 
en los que revelan la extensión de la apoptosis 
en córneas de conejo y cómo se inicia el proceso 
llegando a las 4-6 semanas a la repoblación de los 
queratocitos en el estroma y a la separación de las 
células endoteliales157.

Cullen et al y Riley et al demuestran en córneas 

de la especie cunícula, un daño endotelial a largo 
plazo tras la exposición de luz ultravioleta tipo B 
(UVB) que es puntual y no acumulativo, incluso 
tras exposiciones muy intensas158, 159. Sin embargo, 
plantean la hipótesis de que una exposición crónica 
a esta radiación puede acelerar el envejecimiento 
fisiológico de la córnea158, 159.

En resumen, es fundamental la presencia de 
riboflavina para reducir el daño potencial de la 
radiación de UVA sobre el cristalino y retina151.

En el año 2012, Kanellopoulos muestra su 
interés en reducir el tiempo de radiación estromal 
incrementando el flujo de aplicación de la luz 
ultravioleta, lo que posiblemente puede reducir 
la pérdida de queratocitos en el estroma149. En su 
estudio, los resultados y los efectos adversos ob-
tenidos con el uso de alto flujo de luz ultravioleta 
con un tiempo de radiación más corto son com-
parables a los obtenidos con el protocolo estándar 
del tratamiento149. Este autor plantea la hipótesis 
de que el uso del protocolo con alto flujo de luz 
ultravioleta puede tener un efecto “desinfectante” 
reduciendo el riesgo postoperatorio de queratitis 
infecciosas149.

Para seguir evaluando la toxicidad de este 
tratamiento, Wollensak et al diseñan un estudio 
experimental para evaluar el posible daño que se 
puede producir en el epitelio limbal y conjuntival 
por una irradiación accidental160. Para ello utiliza 6 
conejos que divide en 2 grupos: 3 conejos reciben 
el protocolo estándar y los otros 3 reciben la radia-
ción UVA y una solución de dextrano sin riboflavi-
na160. Se irradian 3 mm del epitelio central corneal 
y 3 mm hacia conjuntiva manteniendo en el centro 
el limbo corneal160. A las 24 horas de la aplicación 
se realiza una prueba con fluoresceína para evaluar 
el epitelio, y se observa tinción negativa, ausencia 
de erosión, epitelio brillante y liso así como au-
sencia de congestión en la conjuntiva160. Se aplica 
este intervalo de 24 horas porque estudios previos 
confirman que es el pico del tiempo de apoptosis 
celular post-radiación150-153, 157. Una vez realizada 
la prueba de tinción de fluoresceína se procede al 
sacrificio humanitario de los animales y a la toma 
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de muestras  para su análisis histológico160. En 
las tinciones obtenidas no se observan defectos 
epiteliales en conjuntiva o limbo ni presencia de 
infiltrados160. En la realización de la técnica de 
TUNEL, no se aprecian cambios apoptósicos en 
queratocitos o endotelio con/sin riboflavina160. No 
hay efectos citotóxicos en las células160, mientras 
que en crosslinking transepitelial hay apoptosis en 
el estroma anterior y un engrosamiento biomecá-
nico más reducido161. La única limitación de este 
estudio es la especie utilizada dado que el grosor 
epitelial del conejo es de 50-70µm que es similar 
al humano, pero no posee membrana de Bowman y 
presenta vasos superficiales en el estroma anterior 
al limbo160.

En cuanto a la toxicidad que puede producir 
el efecto crosslinking sobre los nervios presentes 
en el estroma corneal, Wasilewski et al plantean 
un estudio para evaluar la sensibilidad corneal en 
pacientes que han tenido queratocono progresivo 
y se han sometido a este tratamiento162. Se aplica 
el protocolo estándar138 a 36 pacientes (72 ojos) y 
se registran las respuestas mediante un estesióme-
tro. La recuperación de la sensibilidad corneal va 
aumentando a lo largo de los 6 meses pero no llega 
a los mismos valores que antes de la realización 
del tratamiento162.

Riesgo térmico del tratamiento

Otra posibilidad de la irradiación de luz ul-
travioleta (UV) (además de las comentadas en el 
apartado anterior) sobre la superficie corneal es 
el daño térmico163. La luz UV es fuertemente ab-
sorbida por el tejido corneal y puede desembocar 
en una disipación de calor por el tejido causando 
daño térmico163.

La córnea no presenta vasos sanguíneos y es 
una superficie expuesta al aire de forma continua, 
lo que demuestra la importancia de mantener 
una temperatura baja durante cualquier cirugía 
incluso si es intraocular4. En un estudio realizado 

en córneas de conejo en el año 2005 por el gru-
po de Mencucci et al, se evalúa el daño térmico 
producido por la cirugía de cataratas164. Según los 
resultados, las córneas demuestras una tolerancia 
a la temperatura hasta alcanzar los 50º C, una vez 
sobrepasado este valor, se empieza a observar 
una desorganización en las fibras de colágeno con 
un leve edema estromal y signos de daño en los 
queratocitos164.

Centrando la revisión bibliográfica en el trata-
miento crosslinking, se puede intuir un daño tér-
mico ya que mientras que la potencia de la fuente 
de luz usada se mantiene baja (3 mW/cm2), la du-
ración (30 min) es considerable163. La irradiación 
UV induce un efecto fotoquímico en la solución 
de riboflavina, sin embargo, no se debe descartar 
un efecto térmico como daño colateral163.

En el año 2004, Spoerl et al describen el 
comportamiento termo-mecánico de córneas de 
ojos enucleados de la especie porcina someti-
das a crosslinking en base a la temperatura de 
contracción de las fibras de colágeno (75º)142.

Corvi et al, describen una idea en el año 2006 
para controlar el daño térmico165. La realización de 
una monitorización termográfica in vivo con méto-
dos no invasivos durante cualquier tipo de cirugía, 
ya sea refractiva o intraocular165. Esta adquisición 
de imágenes térmicas no altera la temperatura del 
ojo y permite un análisis de la distribución del 
calor en la superficie corneal a tiempo real en los 
puntos seleccionados por el cirujano165.

El primer trabajo realizado in vivo en córneas 
humanas se realiza en el año 2007, en el que 
Mencucci et al realizan un estudio para evaluar 
el daño térmico que puede producir la radiación 
UVA en la superficie corneal usando termocámaras 
infrarrojas de superficie166. En ninguna fase del 
experimento se supera la temperatura umbral de 
daño térmico concluyendo que este procedimien-
to es seguro y que no causa daños térmicos en la 
superficie corneal166.
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Modificación en la resistencia

El efecto biomecánico que produce esta técni-
ca en la córnea se ha medido usando equipos de 
tensión y estrés de biomateriales y muestra unos 
resultados de 328,9 % en córneas humanas y un 
71,9 % en córneas de cerdo126. El hecho de que se 
produzca un mayor efecto biomecánico en córneas 
humanas se debe a que el entrecruzamiento que 
produce el procedimiento crosslinking es máximo 
sólo en las 300 µm anteriores y las córneas huma-
nas tienen un espesor de 550 µm, frente a las cór-
neas porcinas que poseen un espesor de 850 µm126. 
En el año 2009, el mismo grupo de trabajo realiza 
un estudio similar para evaluar a medio-largo plazo 
las propiedades biomecánicas que obtiene la cór-
nea de conejo in vivo tras recibir la combinación 
de riboflavina/UVA167. Se utilizan 9 conejos a los 
que se les aplica el tratamiento en el ojo derecho 
manteniendo el ojo izquierdo como control167. Las 
muestras se toman a los 3 y 8 meses de la aplica-
ción del crosslinking167. El grosor corneal de las 
muestras tratadas fue significativamente menor 
(408±20µm) que el obtenido en el grupo control 
(422±12µm), así como una fuerza biomecánica 
mayor por un incremento de la rigidez corneal que 
se mantiene hasta los 8 meses167. Concretamente 
el efecto crosslinking produce un incremento de la 
rigidez corneal del 85%167, mientras que en cerdo 
es de 70% y en humana del 320%126. El reducido 
efecto en córneas de conejo respecto al producido 
en humana puede explicarse por las propiedades 
intrínsecas de la matriz de colágeno en estos 
animales y por el coeficiente de absorción de la 
riboflavina en humanos (coef. absorción 70) que 
es mayor que en conejos (coef. absorción 63)123, 167.

La estabilidad biomecánica que produce el tra-
tamiento crosslinking puede ser explicada por los 
cambios en la estructura terciaria de las fibras de 
colágeno (creación de nuevos enlaces)163. Carlson 
et al, en el año 1988, realizan un trabajo en el que 
se sumergen córneas de la especie cunícula en una 
solución enzimática compuesta exclusivamente 
por pepsina168. Los resultados se analizan por me-
dio de la utilización de la microscopía electrónica, 
mostrando una pérdida del entrecruzamiento de las 

fibras paralelas y dejando sólo unas pocas fibras 
de colágeno intactas en el estroma168.

Para evaluar el incremento de rigidez que 
produce el tratamiento crosslinking, el grupo de 
Spoerl et al, diseñan un estudio en el año 2004 para 
determinar la resistencia de córneas de la especie 
porcina tratadas con este procedimiento frente a 
una solución de enzimas colagenasas, y para com-
pletar la evaluación de la eficacia del tratamiento, 
se completa el panel enzimático utilizando pepsina 
y tripsina146.

Para la digestión enzimática por tripsina es ne-
cesario desnaturalizar previamente mediante el uso 
del calor las fibras de colágeno ya que la digestión 
por tripsina es sólo posible después de esa desna-
turalización parcial de las regiones helicoidales 
del colágeno146. Debido a esto, el tiempo empleado 
en la digestión por tripsina fue menor que en las 
otras dos digestiones debido presumiblemente a 
que los puentes de las fibras de colágeno estaban 
parcialmente destruidos antes de la digestión146.

En las secciones histológicas, se detectaron 
cambios en el estroma posterior donde el grado 
del efecto crosslinking es más bajo debido a la 
reducción del 95 % de la irradiación que se produce 
por la absorción de la misma a lo largo del estroma 
corneal146. Como conclusión en este estudio se 
obtiene un incremento en el tiempo de digestión 
de las muestras córneales tratadas por crosslinking 
por encima de las muestras no tratadas, lo que 
quiere decir un incremento a la resistencia frente 
a la pepsina, tripsina y colagenasas, especialmente 
en la mitad del estroma146.

Estos últimos datos refuerzan la teoría del 
uso del crosslinking para las úlceras corneales169, 
especialmente las melting, dado que uno de los 
principales mecanismos en esta patología es el 
incremento de la actividad colagenolítica6.

En el año 2004, y ya en el animal vivo, este 
grupo de trabajo, demuestra un incremento en el 
diámetro de las fibras de colágeno en córneas de la 
especie cunícula del 12,2 % (3,96 ± 2,5 nm)170. El 
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objetivo de este estudio es el de evaluar el efecto 
directo del procedimiento crosslinking sobre el 
diámetro de las fibras de colágeno de la córnea 
del conejo170. Utilizan 10 animales de la especie 
cunícula de la raza Neozelandesa a los cuales les 
aplica la riboflavina seguida de la irradiación con 
luz UVA en el ojo derecho manteniendo el ojo 
izquierdo como control170. Comparando los ojos 
tratados con los ojos control, frente al incremento 
del 12, 2% en el diámetro de las fibras de la parte 
anterior del estroma, comentado anteriormente, los 
resultados muestran sólo un incremento del 4,6% 
(1,63 ± 1,45nm) en las fibras de la parte posterior 
del estroma170. Otro dato significativo de este 
estudio es que dentro del mismo ojo tratado con 
crosslinking se detecta un incremento del 9,3% 
(3,1 ± 2,1 nm) en el diámetro de las fibras en la 
parte anterior del estroma comparado con la parte 
posterior170.

Gracias a este estudio se asume que el tra-
tamiento crosslinking, aparte de la creación de 
nuevos enlaces entre moléculas, es capaz de in-
crementar el diámetro de las fibras de colágeno, 
ayudando con esto al incremento de la estabilidad 
biomecánica de la córnea170, estabilidad que Ca-
porossi et al establecen en un 92% de los casos 
de queratocono realizados171. La explicación del 
mayor efecto en la parte anterior del estroma se 
debe a la pérdida de acción conforme avanza la 
irradiación desde anterior a posterior, llegando a 
este sólo un 5% de la misma170.

En el año 2010, Mencucci et al evalúan los 
efectos del tratamiento crosslinking en los quera-
tocitos y en las fibras de colágeno en 15 botones 
corneales de la especie humana172. El análisis in-
munohistoquímico del colágeno tipo I demuestra 
un incremento significante en el diámetro de la 
fibras de colágeno que han recibido el tratamiento 
crosslinking172. En cuanto a la población de que-
ratocitos, los autores informan que inicialmente 
este tratamiento produce un daño en este tipo 
celular pero que a los 6 meses de su aplicación se 
observa una repoblación de queratocitos llegando 
a igualarse a la población en una córnea sana172.

Para evaluar los posibles cambios en la 
cohesión interlamelar después de la aplicación del 
tratamiento crosslinking, Wollensak et al diseñan 
un estudio en el año 2011 con 72 ojos enucleados 
de porcino, en el cual establecen 6 grupos con 
diferentes tratamientos en los que se incluyen 
un grupo control sin tratamiento, un grupo con 
la aplicación de crosslinking estándar, un grupo 
tratado con crosslinking hipoosmolar (riboflavina 
sin dextrano), un grupo con la córnea “tumefacta” 
(24 h en suero salino) sin crosslinking, un grupo 
tratado con formaldehído y un grupo tratado con 
alfa-amilasa (estos dos últimos sin aplicación de 
crosslinking)173. Los resultados de este estudio 
muestran que el grupo crosslinking no tiene un 
efecto significativo de cohesión interlamelar en 
el estroma anterior173. Los entrecruzamientos son 
principalmente intra e interfibrilar, pero no inter-
lamelar173. Ese mismo año, McCall et al revelan 
que los entrecruzamientos de colágeno inducidos 
por el tratamiento crosslinking se basan en enlaces 
covalentes químicos que incluyen grupos carbo-
nilos y aminos174.

En un estudio elaborado por Akhtar et al se 
comparan muestras de córnea sanas, de córneas 
queratocónicas y de córneas queratocónicas trata-
das con riboflavina/UVA31. Se realiza un análisis 
a nivel estructural que determina una mejoría en 
la distribución de las fibras de colágeno, el diáme-
tro de las mismas y el espacio interfibrilar en las 
córneas queratocónicas tras la aplicación del trata-
miento crosslinking31. Se evidencia una estructura 
de disposición horizontal de las lamelas de colá-
geno de las muestras tratadas, frente a la estruc-
tura de disposición ondulada que adoptan en una 
córnea queratocónica, así como una distribución 
uniforme y conectadas entre ellas con filamentos 
de proteoglicanos, confirmando de esta forma el 
efecto del tratamiento crosslinking en el estroma31. 
El diámetro observado en las fibras de colágeno 
de las fibras que han recibido el tratamiento es 
significativamente mayor que las córneas quera-
tocónicas sin tratamiento31. Mientras que las fibras 
de colágeno de las córneas queratocónicas tienen 
un rango de 15-25 nm, la mayoría de las fibras de 
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colágeno de las córneas sanas y queratocónicas con 
tratamiento crosslinking tienen un rango de diáme-
tro aproximado de 20-30 nm31. Según los autores, 
los resultados clínicos y análisis estructurales 
realizados a las córneas queratocónicas sometidas 
a tratamiento crosslinking sugieren que dicho tra-
tamiento transforma la arquitectura del estroma de 
las córneas patológicas en estroma corneal sano, 
aunque señalan la importancia de realizar mayor 
número de estudios en este sentido31.

Uso de la riboflavina

La riboflavina o vitamina B2 tiene una fórmula 
empírica de C17H2ON4O6 y al disolverse en el agua 
toma una coloración entre naranja y amarillo123. 
Su pico de absorción máxima es a 370 nm123, 175.

Tiene una misión doble, por una parte va a ser 
activada por la radiación ultravioleta (producien-
do liberación de radicales libres) y por otra actúa 
como un filtro de las radiaciones UVA permitiendo 
que sólo un 5 % de la energía aplicada pase a las 
estructuras intraoculares, evitando de esta forma el 
daño térmico de la membrana de Descemet y del 
endotelio123. Para que la riboflavina sea adecuada-
mente absorbida debe retirarse el epitelio176, 177. En 
la solución que se aplica de riboflavina se incor-
pora dextrano al 20 % para mantener la presión 
osmótica de la córnea desepitelizada e impedir 
modificaciones de grosor123. En el año 2010, Wo-
llensak et al, valoran el papel del film preocular 
de la riboflavina sometiendo botones corneales 
de donantes humanos y córneas porcinas post-
mortem a diferentes soluciones de riboflavina: 
solución estándar con dextrano (grosor film de 
70µm), solución de riboflavina con metilcelulosa 

(grosor film de 300µm) y solución de riboflavina 
hipoosmolar sin dextrano (grosor film de 40µm)178. 
El film de riboflavina es vital en la absorción y 
blindaje de la luz UVA lo cual es esencial para el 
endotelio178. La absorción de luz UVA es similar 
en los tres tipos de soluciones, aunque el dextra-
no tiene un débil efecto deshidratante en córnea 
humana, las córneas artificialmente engrosadas 
puede perder efecto biomecánico y la solución 
hipoosmolar puede poner en riesgo el endotelio si 
el estroma tiene un grosor artificial de 400µm178. 
Los autores concluyen que el tratamiento con la 
solución estándar de riboflavina es la más estable 
y confiable178.

Kapasi et al en el año 2012, plantean un estudio 
en el que comparan la forma tradicional de retirada 
del epitelio de forma mecánica (con una hemos-
teta) con la utilización de la PTK en 34 pacientes 
que se someten a tratamiento crosslinking179. En 
el grupo de PTK-crosslinking (17 ojos) se obtiene 
una media de espesor de 477±7,1 µm mientras que 
en el grupo de crosslinking con retirada tradicional 
del epitelio tiene una media de 489±5,6 µm179. La 
PTK se ajusta para una profundidad de 50µm179. 
A la semana de aplicación del tratamiento en 
ambos grupos se observa una resolución epitelial 
completa179. Aunque no hay una diferencia signifi-
cativa, el grupo de PTK reduce el error refractivo 
con una tendencia a mejores resultados pese a 
que se necesitan más estudios con más tiempo de 
observación179.

En los últimos años ha surgido el debate so-
bre la necesidad real de retirarse el epitelio, más 
con la aparición de una riboflavina transepitelial 
que puede ser absorbida por el epitelio180. Según 
defendió Pinelli, en el Congreso Internacional de 
Crosslinking Corneal celebrado en Zurich (Suiza, 
2006), los resultados que se obtienen sin retirar el 
epitelio son similares a los obtenidos sin desepite-
lizar, pero hasta la fecha no se han publicado datos 
fiables180, 181. La desepitelización que se realiza 
para la aplicación del protocolo estándar conlleva 
aparición de dolor, sensación de cuerpo extraño y 
disconfort182. Además, el debridamiento epitelial 
reduce el espesor total corneal y puede conllevar 
graves repercusiones en las córneas extremada-

Formula	de	la	riboflavina
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mente finas182.

Se han realizado una serie de estudios para 
mejorar la permeabilidad de la riboflavina a tra-
vés de un epitelio corneal intacto161, 183-185. En el 
2010, Leccisotti et al, utilizan una combinación 
de gentamicina, cloruro de benzalconio (BAC) 
y EDTA previa a la utilización de la solución de 
riboflavina transepitelial161. Los resultados ofrecen 
una mejoría visual en los ojos tratados con respecto 
a los ojos no tratados aunque el efecto es limitado 
y favorable, es menos pronunciado que el que se 
produce con el crosslinking estándar161. Ese mismo 
año, Kissner et al, diseñan un estudio experimen-
tal en 32 córneas de conejo para evaluar el efecto 
biomecánico del método crosslinking dejando el 
epitelio intacto (epi-on) y aplicando cloruro de 
benzalconio a diferentes concentraciones183. Los 
coeficientes de absorción, los valores de tensión y 
módulo de Young y la resistencia a la digestión en-
zimática de las soluciones con BAC incrementaron 
significativamente respecto al grupo de solución 
de riboflavina estándar183. El grupo de tratamien-
to con concentración de BAC al 0,02% induce 
suficiente permeabilidad epitelial, comparable al 
protocolo estándar183. Raiskup et al, realizan en el 
2012 un estudio similar en 36 córneas de conejo 
valorando también diferentes concentraciones de 
cloruro sódico (NaCl), obteniendo como resulta-
do que la solución de riboflavina + 0,01% BAC 
+ 0,44% NaCl incrementa la permeabilidad184. 
Otras estrategias que se plantean para mejorar 
la permeabilidad incluyen la realización de mi-
croabrasiones corneales, colocación de esponja en 
saco conjuntival como depósito de riboflavina y 
prolongar el tiempo de inducción de la misma185.

Caporossi et al realizan un importante estu-
dio a nivel microestructural con microscopía 
confocal para evaluar los efectos del tratamiento 
crosslinking transepitelial (TE-CxL) en pacientes 
queratocónicos186. Una muestra de 10 pacientes 
con una media de grosor corneal de 350-390 µm, 
se someten a TE-CxL con EDTA siguiendo el 
protocolo de Siena145, 186. En los seguimientos rea-
lizados a 1, 3 y 6 meses postoperatorio se analizan 
el epitelio, nervios, apoptosis de los queratocitos, 
cambios estromales y endotelio186. Los resultados 

obtenidos fueron los siguientes186:

• Epitelio: las células basales poseen bordes 
irregulares y la reflectividad intracelular está 
incrementada. A los 3 meses va bajando esa 
reflectividad para tener a los 6 meses un patrón 
mosaico normal.

• Nervios: apariencia normal de collar de 
perlas.

• Apoptosis queratocitos/modificaciones es-
tromales: la apoptosis es variable, superficial 
y de manera desigual. La profundidad de este 
efecto se detecta a 140µm, confinado a estroma 
anterior, y en algunos casos no excede de 50 
µm. El edema corneal presente a los 15 días va 
bajando y empieza una modesta repoblación. 
A los 3 meses no hay presencia de edema y 
se ha producido una completa repoblación de 
queratocitos, a los mismos tiempos que en los 
estudios de Mencucci et al187. A los 6 meses no 
se aprecia ningún cambio.

• Endotelio: no varía el número de las células 
endoteliales ni el patrón de mosaico.

El efecto tóxico se produce por fotonecrosis 
y apoptosis, no se pierden nervios estromales a 
diferencia del tratamiento estándar (con retirada 
del epitelio), aunque en este último regeneran 
rápidamente186. En esta modalidad transepitelial 
no se aprecian las bandas en el estroma que se 
observan en el tratamiento estándar como signo 
de colágeno renovado y compactación lamelar186. 
Los autores concluyen que la penetración más 
reducida e irregular de la solución de riboflavina 
puede limitar el efecto biomecánico reduciendo 
así la posibilidad de estabilizar el queratocono a 
largo plazo186. Se necesitan más estudios en esta 
dirección para lograr una mayor homogeneidad 
de penetración185 y su concentración186, así como 
la valoración de la extensión y los efectos biome-
cánicos que conlleva187.

Filippello et al presentan en el año 2012 un 
estudio de 20 pacientes con queratocono bilateral 
progresivo a los que se les aplica el TE-CxL (so-
lución riboflavina+EDTA) en un ojo, manteniendo 
el ojo contralateral como control sin tratamiento188. 
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Los pacientes fueron examinados semanalmente 
durante 1 mes y posteriormente a los 3, 6, 12 y 18 
meses188. El 40% de los pacientes presenta hipe-
remia y sensación de cuerpo extraño las primeras 
24 horas postoperatorio que remiten espontánea-
mente188. En general en los ojos tratados hay una 
mejora significativa en agudeza visual y querato-
metrías frente a los no tratados donde se observa 
una tendencia al empeoramiento188. Los autores 
concluyen en la idoneidad de esta modalidad para 
evitar la debridación epitelial en pacientes pediá-
tricos, no cooperantes y córneas delgadas con un 
grosor aproximado de 380µm188. Estos pacientes 
se someten a microscopía confocal para evalua-
ción de las capas corneales189. A las dos semanas 
de aplicación del tratamiento la capa epitelial se 
encuentra recuperada, los queratocitos y las fibras 
nerviosas se encuentran disminuidos pero alcanzan 
su densidad normal a los 6 meses189. Se detecta 
una línea de demarcación 60µm por debajo de la 
membrana de Bowman a los 6 meses189.

La aplicación de la solución de riboflavina 
transepitelial tiene 3 principales limitaciones: la 
penetración de la radiación UVA es limitada, la 
penetración de la riboflavina no es homogénea190 
y se utiliza la misma potencia de luz UVA que en 
protocolo estándar191. En un estudio realizado en 
el año 2013 por Caporossi et al en pacientes con 
historial de queratocono progresivo, se observa 
cómo el crosslinking transepitelial no produce 
una mejoría significativa a los 24 meses de su 
aplicación, llegando a tener valores similares a 
los preoperatorios en incluso en algunos casos 
necesitando un tratamiento191. Con estos resulta-
dos, consideran que este procedimiento puede no 
fortalecer suficientemente la córnea para producir 
una estabilidad a largo plazo, tal y como sí aporta 
el tratamiento estándar en la actualidad191. No obs-
tante parece más indicado en pacientes mayores 
de 26 años y con un grosor corneal de menor de 
400µm191.

Un estudio mediante imagen confocal e inmu-
nofluorescencia en ojos enucleados de porcino 
y realizado por Bottós et al, en el año 2008, de-
muestra que sin previa desepitelización corneal, el 
crosslinking no afecta a la organización del coláge-

no tipo I, confirmando de esta forma la función de 
barrera a la riboflavina que realiza el epitelio192. La 
necesidad de la desepitelización es un paso inicial 
en crosslinking que ha sido demostrado en vitro 
en ojos de porcino por otros investigadores ya que 
se revela que para que la riboflavina penetre a lo 
largo de todo el estroma corneal el epitelio debe 
estar totalmente erosionado177, 193.

La tinción amarilla intensa de la cámara an-
terior sirve como un rasgo de seguridad, ya que 
indica que la riboflavina ha penetrado totalmente 
la córnea y por tanto ésta está saturada192. En los 
casos en los que no se ha desepitelizado se observa 
una coloración amarillenta ligera o casi nula en la 
cámara anterior, lo que hace dudar de una córnea 
saturada de riboflavina y que esta pueda ejercer su 
función protectora192. No obstante son necesarios 
más estudios sobre la seguridad y la efectividad 
del método transepitelial181.

Cuando se produce la desepitelización en la 
córnea previa a la aplicación de la riboflavina, se 
obtienen imágenes (por medio de la utilización 
de la microscopía confocal) que muestran que-
ratocitos muertos en la parte anterior del estroma 
y queratocitos sanos en la parte posterior192. La 
frontera que se marca entre estas dos capas es 
visible a la lámpara de hendidura, y se denomina 
línea de demarcación192.

Si se detectan queratocitos muertos puede de-
berse a la generación de radicales suficientes para 
causar la muerte de estas células y para la creación 
de nuevos enlaces en el estroma anterior192. Cuando 
no se desepiteliza la córnea, no se observan quera-
tocitos muertos ni se aprecia una línea de demarca-
ción con la lámpara de hendidura192. Los cálculos 
realizados sí muestran un aumento exponencial de 
la polimerización al aumentar la concentración de 
riboflavina en el estroma corneal192. Esto lleva a 
pensar que incluso en córneas con epitelio intacto 
pueden producirse reticulaciones, pero la cantidad 
de enlaces creados, y por consiguiente, el aumento 
de la rigidez corneal serán menores que con la 
técnica habitual, ya que la saturación del estroma 
con riboflavina es menor192.
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Resultados parecidos a estos obtienen Baiocchi 
et al, en el año 2009, en un estudio en el que de-
muestran que las concentraciones de riboflavina 
incrementan con el tiempo de exposición sólo si 
el epitelio se retira190.

Recientemente, surge un nuevo protocolo 
usando una solución de riboflavina hipoosmolar 
(sin dextrano en su composición) que se ha de-
sarrollado para el manejo de las córneas finas194. 
En el estudio desarrollado por Hafezi et al, la 
solución hipoosmolar consigue un incremento 
de grosor en las córneas delgadas, permitiendo 
de esta forma realizar el tratamiento crosslinking 
y detener la progresión del queratocono194. No 
obstante, cabe señalar que las córneas a tratar con 
este nuevo protocolo deben tener un mínimo de 
grosor estromal de 323 µm dado que se registran 
fallos en el tratamiento crosslinking en casos de 
córneas extremadamente delgadas195. Otra opción 
a valorar es la posibilidad de que disminuya el 
efecto biomecánico de las córneas artificialmente 
engrosadas dada la bajada de concentración de las 
fibras de colágeno178. Raiskup et al, en el año 2011, 
informan de que un año después de la aplicación 
del tratamiento crosslinking con la riboflavina 
hipo-osmolar las córneas tratadas presentan esta-
bilidad y mejoría en el espesor corneal196.

Una nueva tendencia en la aplicación de la 
riboflavina es la inyección intraestromal197. En el 
año 2012, Kiliç et al presentan una serie de 105 
pacientes con historial de queratocono (131 ojos) 
en los que se realiza la creación de unos canales 
intraestromales con láser femtosegundo para la 
implantación de los ICRS197. Una vez realizados 
los canales, se procede en primer lugar a la inyec-
ción de la solución de riboflavina hasta que pase 
los 360º y posteriormente a la implantación de los 
anillos197. Una vez terminado este paso se proce-
de a la aplicación de riboflavina en la superficie 
corneal y la aplicación de radiación UVA197. La 
combinación de crosslinking con implantación de 
ICRS añade rigidez y fuerza a la córnea y para la 
progresión de la enfermedad197. Los autores consi-
deran que puede ser una técnica segura y efectiva 
dado que la inyección directa de la riboflavina en 
los canales produce una mayor penetración, puede 

incrementar el efecto del crosslinking y producir 
menos haze en córnea central197.

Otra de las estrategias de administración de la 
solución de riboflavina es la utilización de láser 
femtosegundo para la creación de un bolsillo in-
traestromal para la administración de riboflavina198. 
Se realiza en 10 pacientes con ojos queratocónicos 
tempranos un bolsillo de 7 mm de diámetro a una 
profundidad de 100µm para la administración de la 
solución de riboflavina y se procede a la radiación 
de la superficie con unos parámetros de flujo alto 
(7 mW/cm2) durante 15 minutos198. Se reduce el 
valor k máximo, no hay progresión de ectasia y no 
se presentan cambios significativos en el contaje de 
células endoteliales198. El grosor corneal está más 
delgado inicialmente pero vuelve al nivel preope-
ratorio los primeros 18 meses198. No se produce un 
efecto biomecánico negativo198.

En el año 2014, Wollensak et al presentan 
un estudio comparativo para evaluar el efecto 
biomecánico en córneas porcinas199. Se emplean 
40 ojos divididos en 4 grupos: grupo 1 no recibe 
tratamiento, grupo 2 recibe el tratamiento crosslin-
king estándar, grupo 3 se realiza la técnica de 
bolsillo con láser femtosegundo y grupo 4 donde 
se realiza la técnica de bolsillo seguida de la apli-
cación de riboflavina199. El efecto biomecánico 
que se produce utilizando la técnica de bolsillo 
es aproximadamente el 50% menos pronunciado 
que el efecto que se produce con el crosslinking 
estándar. Se necesitan más estudios para mejorar 
ese escaso efecto biomecánico.

 Complicaciones del tratamiento

A pesar de que el grupo de investigadores de la 
Universidad de Dresden no describe ninguna com-
plicación en sus trabajos, estudios realizados por 
Mazzota et al y por Kymionis et al, y otros grupos 
de trabajo, describen casos de queratitis lamelares 
difusas, queratitis herpéticas con iritis, endotelitis, 
cicatrices estromales, infiltrados estériles y una 
ligera opacidad de la córnea200-204.
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Kymionis et al, en el año 2007, señalan que, 
a pesar de los esperanzadores resultados obte-
nidos hasta la fecha, el tratamiento crosslinking 
no es un procedimiento exento de riesgos y 
complicaciones200. Este grupo de trabajo describe 
una queratitis herpética tras la aplicación de la 
riboflavina/UVA en una córnea de la especie hu-
mana200. A raíz de estos se cree que la irradiación 
de la luz UVA es un potente estímulo que puede 
inducir la reactivación de infecciones herpéticas 
latentes incluso en pacientes que no han desarrolla-
do historial clínico de infecciones por herpesvirus 
ocular200. Como causas de esta reactivación aparte 
de la irradiación también describe el trauma cor-
neal de la desepitelización como factor de riesgo200.

Este mismo grupo de trabajo, describe también 
en ese año un caso de queratitis lamelar difusa 
(DLK) en un paciente de 27 años con una cirugía 
de LASIK practicada 4 años antes201. Al primer día 
post-crosslinking refiere una alta sensibilidad a la 
luz y al examen mediante lámpara de hendidura 
se detectan infiltrados inflamatorios periféricos201. 
Se postulan varios factores del crosslinking como 
desencadenantes de la DLK, tales como la retirada 
de epitelio y la luz UVA201. La retirada del epitelio 
puede conllevar a la producción de citoquinas que 
estimulan a los queratocitos a producir sustancias 
que atraen a las células inflamatorias causando 
esos infiltrados que se describen201.

Pérez-Santoja et al describen en el año 2009 un 
caso de una paciente de 29 años que ha sido tratada 
con riboflavina/UVA por un queratocono progre-
sivo205. A los dos días de realizado el tratamiento 
se presenta con fotofobia, visión borrosa, nódulos 
blancos y defectos epiteliales205. Tras un raspado se 
aísla Staphylococcus epidermidis que responde al 
tratamiento médico de forma rápida con regresión 
de la inflamación y de los infiltrados205. A los 5 
meses la paciente tiene un ligero haze y un grosor 
corneal de 405µm205. Los autores consideran que, 
dado que la córnea tarda de 2 a 5 días en curar 
completamente, la córnea comprometida ha sido 
el factor predisponente por una contaminación 
intraoperatoria o postoperatoria temprana205. En la 
misma línea, Arora et al presentan un caso de un 
paciente de 8 años con adelgazamiento central  cor-

neal, grosor de 413µm y cicatrices estromales con 
historial de queratoconjuntivitis vernal (VKC)206. 
Se le aplica el tratamiento crosslinking y a las 24 
horas se presenta una fotofobia severa acompañada 
de visión borrosa, infiltrado estromal y precipita-
dos queráticos que se resuelven instaurando un 
tratamiento médico con corticoides206. Entre los 
factores que formulan los autores como predis-
ponentes se encuentran la aplicación de antiin-
flamatorios tópicos, una respuesta variable a la 
luz UVA, sobre-exposición a las radiación, edad 
o queratoconjuntivitis vernal; siendo estos dos 
últimos los que ganan más peso206.

Mazzotta et al, por medio del uso de la micros-
copía confocal refieren dos casos de córneas quera-
tocónicas en la especie humana a las que se les ha 
realizado el tratamiento crosslinking, y en las que 
se detecta un haze estromal durante el primer mes 
posterior a la aplicación de la riboflavina/UVA207. 
Este grupo de trabajo describe ese haze estromal 
como una hiperdensidad de la matriz extracelular 
con edema que conlleva la pérdida de visión del 
paciente207.

En otros estudios, se remarca la diferencia 
entre la aparición de un haze tras aplicación de 
PRK, de aparición estrictamente subepitelial208, 
y un haze post-crosslinking el cual se extiende 
en el estroma anterior a una profundidad de 300 
µm (aproximadamente el 60%)144, 207, 209, 210. La 
naturaleza del haze post-crosslinking no está del 
todo determinada pero estos autores lo relacionan 
con la profundidad del tratamiento y la pérdida de 
queratocitos207, 211. En estudios ex vivo, Wollensak 
et al demuestran que la aplicación del crosslinking 
lleva consigo una inmediata pérdida de querato-
citos en el estroma corneal150 mientras que Maz-
zotta et al en el año 2007 detallan, con un estudio 
de microscopía confocal, que la repoblación de 
queratocitos se inicia a partir de los dos meses de 
aplicación del crosslinking siendo casi completa 
a los seis meses212. Es posible que esta activación 
de la población de queratocitos contribuya al de-
sarrollo del haze asociado a crosslinking207, 212, 213.

Koller et al refieren un estudio realizado en 117 
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ojos de 99 pacientes con córneas queratocónicas 
en el que registra un ratio de fallo del 7.6% al año 
de seguimiento211. Los autores identifican que 
edades superiores a 35 años, grosores de córnea 
menores de 400 µm y lectura queratométrica máxi-
ma de 58 D son factores de riesgo para posibles 
complicaciones del tratamiento crosslinking y 
señalan la importancia de respetar estos criterios 
de inclusión para reducir la tasa de complicación 
del crosslinking211. Unos criterios más exigentes 
son los que proponen Greenstein et al en el año 
2013, tras un estudio en 104 ojos en los que se 
aplica el tratamiento crosslinking214. Una vez eva-
luados los efectos del tratamiento, seleccionan los 
criterios preoperatorios favorables a unos buenos 
resultados, siendo éstos: historial de progresión de 
queratocono, CDVA preoperatoria de 20/40 o peor, 
y valor k máximo de 55,0 D o más214. No obstante 
no hay factores preoperatorios que sean predictivos 
de un fallo del tratamiento crosslinking214.

En la bibliografía consultada sobre posibles 
complicaciones del tratamiento, Labiris et al 
refieren un caso de melting corneal posterior al 
tratamiento crosslinking en una córnea querato-
cónica asociado con una respuesta inflamatoria 
aguda215. En la revisión a las 24 horas se detecta 
en el ojo tratado una intensa fotofobia, enrojeci-
miento así como agudeza visual disminuida215. 
Refieren un severo haze acompañanado de preci-
pitados endoteliales y células inflamatorias en la 
cámara anterior215. La córnea presenta una lenta 
reepitelización y que resulta en un descemetocele 
que requiere una queratoplastia penetrante a los 
dos meses del tratamiento crosslinking215. Para 
intentar entender las causas de esta reacción los 
autores realizan pruebas de hipersensibilidad a 
la riboflavina así como cultivos para evaluar una 
posible contaminación, ambas pruebas tienen un 
resultado negativo, concluyendo el estudio sin 
encontrar las causas de la reacción de la córnea y 
señalando la importancia de realizar más estudios 
dirigidos a la seguridad del crosslinking sobre el 
tejido corneal215.

En los últimos años se empiezan a registrar 
casos de daño endotelial posterior a la aplicación 
del tratamiento crosslinking. Gokhale en el año 

2011, publica un caso de daño endotelial severo 
tras la aplicación de riboflavina/UVA en un pa-
ciente de 37 años con queratocono progresivo y 
un grosor corneal de más de 400µm216. El paciente 
recibe el tratamiento estándar de crosslinking138, 
y presenta un edema corneal masivo al mes de su 
aplicación216. Se instaura un tratamiento médico 
de corticoides hasta que se resuelve el edema a 
los 6 meses post-crosslinking216. Se observa una 
cicatriz en forma de anillo y una disminución en 
el contaje de células endoteliales216. Este autor 
concluye en su estudio que el grosor corneal no 
es el único factor a tener en cuenta para prevenir 
el daño endotelial216.

En el año 2012, Bagga et al reportan un caso 
de un paciente de 18 años con queratocono pro-
gresivo en el ojo derecho que se ha sometido a un 
tratamiento crosslinking y a los 20 días presenta 
un edema de moderado a severo, precipitados 
queráticos pigmentados, un espesor de 514µm y 
la pupila dilatada y fija217. Descartan la presencia 
de herpesvirus dado que la PCR da negativa, se 
instaura un tratamiento médico de corticoides 
sin respuesta y se obtiene un contaje endotelial 
disminuido y un edema persistente que alcanza 
un grosor corneal de 1000µm217. A los 6 meses, el 
iris presenta parches atróficos, el edema corneal 
es severo, la pupila persiste dilatada, y se ha desa-
rrollado una bulla epitelial217. Se deriva el paciente 
a la realización de una queratoplastia penetrante 
y la muestra se envía a histología217. En el corte 
histológico de la muestra se observa una pérdida 
generalizada de las células endoteliales217. Los 
autores plantean una serie de posibles factores que 
pueden haber hecho que este paciente presentase 
este daño endotelial como por ejemplo una sobre-
exposición a la radiación por emisor de luz UVA 
demasiado cercano a la superficie ocular, una 
poca focalización de la fuente de luz o incluso, 
una deshidratación de la córnea o adelgazamiento 
excesivo del espesor por la retirada del epitelio217. 
Consideran que es indispensable el estudio a largo 
plazo de sus efectos colaterales, para poder con-
cretar los criterios de selección de los pacientes217.

Ese mismo año, 2008, Lange et al también pu-
blican un caso de afectación de endotelio corneal 
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en un paciente de 31 años con historia de quera-
tocono progresivo bilateral tras la realización de 
riboflavina/crosslinking218. A las dos semanas de 
recibir el tratamiento el paciente presenta un haze 
en el estroma predescemético, que va evolucio-
nando hasta los 3 meses presentando un edema 
y una cicatriz endotelial218. Tras no responder al 
tratamiento médico, a los 20 meses se remite a una 
queratoplastia penetrante dado el adelgazamien-
to corneal persistente, la cicatriz endotelial y la 
pérdida de visión218. Dado que no hay un contaje 
previo de células endoteliales los autores no pue-
den atribuir el daño endotelial al crosslinking; dado 
el grosor reducido (tras retirar 50µm de epitelio 
se queda con menos de 400µm), la localización 
posterior de la cicatriz y el reducido contaje endo-
telial consideran que puede deberse a una sobre-
exposición a la radiación aunque no descartan la 
presencia de una inflamación predescemética que 
también puede conllevar a una pérdida de células 
endoteliales218.

Indicaciones del tratamiento

Derakhsan et al diseñan un estudio para eva-
luar la efectividad de este tratamiento de primera 
elección en 31 ojos de 22 pacientes con queratoco-
no temprano219. Los resultados obtenidos recogen 
una mejora en la lectura de valores queratomé-
tricos en el 77% de los casos y un incremento 
significativo en la media del grosor corneal (9.1 
+/- 11.2 µm)219. Esta mejora se inicia en el primer 
mes, incrementa ligeramente en el tercer mes 
postoperatorio y permanece estable al alcanzar el 
sexto mes de seguimiento postoperatorio219. Los 
autores confirman la necesidad de más estudios 
para establecer el tiempo adecuado de aplicación 
del tratamiento crosslinking, dado que los cambios 
producidos a medio plazo en pacientes con quera-
tocono temprano son más leves que los obtenidos 
en pacientes con un queratocono más avanzado219. 
Para evaluar la efectividad de riboflavina/UVA, 
en casos avanzados de queratocono progresivo, 
Sloot et al aplican el tratamiento crosslinking a 
pacientes con queratocono de suave a moderado y 
a pacientes con queratocono avanzado para valorar 
los efectos a 6 y 12 meses220. En ambos grupos la 

progresión se detiene en un 91% y disminuye la 
paquimetría corneal220. El mayor aplanamiento 
de la córnea se produce en el grupo de pacientes 
con queratocono avanzado, de esta forma la es-
tabilización que produce el tratamiento es mayor 
(93%) en pacientes con queratocono en estadios 
más avanzados220. De forma contraria, Arora et al, 
en su estudio sobre la aplicación del tratamiento 
crosslinking en queratoconos tempranos (≤53) y 
en avanzados (>53), consideran que el queratocono 
avanzado responde menos al efecto crosslinking, 
mientras que el queratocono temprano mejora sig-
nificativamente a los 12 meses por aplanamiento 
de la curvatura221.

Como resultados a largo plazo, en un estudio 
retrospectivo (480 ojos de 272 pacientes) realizado 
por Raiskup-Wolf et al, detallan que el proceso de 
aplanamiento continúa durante un periodo de 6 
años e informan de una detención de la progresión 
del queratocono así como una mejora en la agudeza 
visual124. La estabilización a largo plazo de las cór-
neas queratocónicas post-crosslinking, sin efectos 
colaterales significantes, también es demostrada en 
un estudio de 44 ojos con un seguimiento de 48 
meses realizado por Caporossi et al171. En la misma 
línea, en cuanto a estudios a largo plazo, Poli et al 
describen un estudio de 78 ojos en los que la me-
joría en la agudeza visual a los 3 años junto con 
una detención de la ectasia hacen su consideración 
como tratamiento de primera elección222.

Uno de los temas más ampliamente discutidos 
sobre la aplicación del tratamiento crosslinking 
en queratocono es la edad del paciente. El diag-
nóstico de queratocono en edad pediátrica es un 
factor pronóstico negativo con un incremento 
de la probabilidad de necesitar un trasplante de 
córnea223. Concretamente, los pacientes jóvenes 
se consideran una población de alto riesgo por 
presentar una progresión más rápida de la enfer-
medad125, 223. Caporossi et al, en su estudio, realizan 
un análisis funcional del efecto del crosslinking 
en tres grupos de edad diferente (≤18 años, entre 
19-26 años y ≥27 años) de pacientes afectados por 
queratocono progresivo224. Un total de pacientes 
de edades comprendidas entre 10 y 40 años se 
someten a un tratamiento crosslinking (en total 
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516 ojos) siguiendo el protocolo de Siena145. Los 
resultados funcionales del grupo pediátrico son 
levemente mejores, pero sin diferencias signifi-
cativas con respecto al grupo intermedio (19-26 
años), mientras que el grupo ≥27 años muestra 
una respuesta positiva pero de baja calidad com-
parada con el resto224. La capacidad efectiva del 
tratamiento crosslinking es del 90% en los grupos 
correspondientes a edades menores de 26 años224. 
En pacientes de ≥27 años, la baja respuesta al tra-
tamiento puede ser explicada por una plasticidad 
reducida del colágeno en la edad adulta, ya demos-
trado en la literatura29. El tratamiento crosslinking 
en >35 años puede resultar menos efectivo y con 
más fallos y complicaciones, como ya defendie-
ron Koller et al211. Los autores concluyen que el 
tratamiento crosslinking sin la retirada de epitelio 
debería ser la primera elección en queratoconos 
progresivos en pacientes <26 años con al menos 
400µm en su punto más delgado224. En su estudio 
prospectivo de aplicación de tratamiento transepi-
telial con 22 pacientes queratocónicos de 15,7±2,1 
de media de edad y ≥400µm, Salman observa que 
se produce un aplanamiento por reducción del 
valor k apical a los 12 meses del tratamiento pero 
considera que puede ser poco tiempo para ver una 
posible reversión225.

Además de su utilización ampliamente descrita 
en el queratocono226, 227, el tratamiento crosslinking 
está siendo utilizado en la actualidad para otro tipo 
de queratectasias, las ectasias especiales (distrofia 
de Fuchs)228, degeneración marginal pelúcida229, 
queratopatía bullosa230, 231 e incluso alteraciones 
de la córnea (úlceras)169.

Kymionis et al describen en el año 2009 la 
aplicación simultánea de PTK más tratamiento 
crosslinking en una paciente de 34 años con de-
generación marginal pelúcida progresiva bilateral, 
que a los 12 meses de la aplicación del tratamien-
to presenta una mejoría en la agudeza visual de 
ambos ojos así como una mejora en la topografía 
corneal229. Dado el efecto antiedematoso suge-
rido por Wollensak et al, en el año 2007147, este 
mismo grupo de trabajo amplía la aplicación del 
tratamiento crosslinking a las queratopatías bu-
llosas en un intento de reducir ese edema corneal 

crónico característico230. En su estudio, una serie 
de 3 pacientes con queratopatía bullosa reciben 
riboflavina/UVA previa deshidratación con gluco-
sa al 40%230. A lo largo de 8 meses disminuye el 
grosor corneal (una media de 93±14,22µm) e in-
crementa la transparencia, disminuyendo el dolor y 
disconfort230. Plantean el tratamiento crosslinking 
alternativo a otros como el trasplante de membra-
na amniótica, flap conjuntival o láser230. A pesar 
de que se necesitan más estudios a largo plazo, 
la teoría que sostienen es que los puentes intra 
e interfibrilares creados previenen o reducen el 
edema estromal en córnea anterior230. Kozobolis et 
al, describen 2 pacientes con queratopatía bullosa 
combinada con úlcera corneal que responden de 
igual forma que en el caso anterior, con mejoría 
de agudeza visual, disminución del disconfort 
ocular, así como del grosor estromal y opacidad, 
manteniendo la teoría de que este tratamiento de-
bería ser considerado una herramienta adyuvante 
para tratar estas alteraciones, sobre todo en casos 
resistentes a la terapia tradicional231.

Posterior al estudio realizado por Kohlhaas et 
al143, se registra en la bibliografía un trabajo reali-
zado por Hafezi et al, en el año 2007, para tratar la 
ectasia post-LASIK232. En este estudio, se aplica el 
tratamiento crossliking a 10 pacientes con ectasia 
post-LASIK con unos parámetros de seguimiento 
tales como toma de imágenes mediante lámpara 
de hendidura, topografía corneal para evaluación 
de la superficie corneal, paquimetría para la toma 
de medidas del espesor corneal y tonometría entre 
otros232. Este grupo de trabajo también describe la 
aparición de un haze subepitelial, ya descrito en 
otros trabajos, que pasados los 12 primeros me-
ses desaparece manteniéndose todas las córneas 
claras232.

Los resultados obtenidos de este trabajo de-
muestran que el tratamiento crosslinking puede 
parar la progresión de la queratectasia e incluso 
conseguir revertirla parcialmente dada la reduc-
ción de los valores del radio corneal como resulta-
do del incremento de la estabilidad corneal al igual 
que en los casos de aplicación en el queratocono232. 
A los 12 meses de aplicación del tratamiento 
crosslinking la progresión de la queratectasia se 
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había detenido en 5 pacientes y había revertido 
parcialmente en los otros 5, lo cual convierte este 
procedimiento como un método viable para las 
ectasias postquirúrgicas a falta de estudios a lar-
go plazo232. En el mismo sentido, en el año 2011, 
Salgado et al muestran una regresión de la ectasia 
corneal con aplanamiento de la córnea en una serie 
de 22 pacientes con ectasia post-LASIK a los 6 
meses del tratamiento crosslinking203. Li et al, en 
el año 2012, también se suman a la teoría de que 
puede estabilizar o parcialmente revertir la pro-
gresión inducida por el LASIK sin complicación 
aparente233. En sus resultados a los 12 meses de 
aplicación del tratamiento, los pacientes mantienen 
una mejoría visual y presentan las córneas claras 
(8 de 20 ojos presentan haze postoperatorio)233.

En el ámbito de las queratectasias especiales, 
a mediados del 2010, Hafezi et al, plantean un 
estudio sobre la posibilidad de obtener beneficios 
con la aplicación del tratamiento crosslinking en 
la distrofia de Fuchs con varios grados de edema 
corneal y variaciones en la agudeza visual228. En 
este trabajo se utiliza una forma modificada del 
tratamiento en el cual la solución de riboflavina 
no posee dextrano al 20 % si no glicerol al 70 %, 
y durante la irradiación se toman medidas del es-
pesor central corneal228. La utilización del glicerol 
en vez del dextrano se explica para lograr una 
mayor reducción del espesor corneal por deshi-
dratación para conseguir el mayor efecto cerca 
del endotelio228. Con resultados favorables puede 
que este tratamiento no prevenga los resultados 
de la distrofia, pero al menos puede incrementar 
el confort visual del paciente hasta que se haga 
necesaria una queratoplastia228.

Abriendo nuevos campos, Wollensak et al 
refieren un estudio experimental realizado en 6 
animales de la especie cunícula en donde se aplica 
el crosslinking en un área escleral del cuadrante 
superior234. Las muestras de la esclera tratada de un 
área de 4x10 mm se colocan en un probador de bio-
materiales para medir la variación de la tensión234. 
En los resultados obtenidos no se encuentran dife-
rencias estadísticamente significativas en el grosor 
pre y postoperatorio así como un incremento de 
la tensión del 228%234. Wollensak et al concluyen 

que la formación de nuevos enlaces en la esclera 
puede ser un tratamiento efectivo para la miopía 
progresiva234. Otro estudio dirigido en este senti-
do, del mismo grupo de trabajo, utiliza 9 conejos 
en los que se aplica en la esclera una solución de 
riboflavina sin dextrano más la radiación UVA235. 
Se realiza un sacrificio humanitario de los anima-
les a diferentes tiempos (3 días, 4 y 8 meses) y se 
procede a su evaluación235. Histológicamente no 
se observa una diferencia significativa en el grosor 
respecto al ojo contralateral (utilizado como con-
trol), ni alteraciones microscópicas ni signos de 
inflamación en el epitelio sensorial o pigmentario 
de la retina235. Las medidas de tensión y estrés 
realizadas con el testador de biomateriales reve-
lan un incremento de la rigidez biomecánica que 
permanece hasta los 8 meses (final de estudio), lo 
que lleva a valorar este tratamiento como posible 
aplicación para el tratamiento de miopía, como ya 
sugieren en su anterior estudio235.

Otras posibles aplicaciones en un futuro del 
tratamiento crosslinking, que están en plena fase de 
estudio, son los casos de miopía leve, combinando 
tratamiento crosslinking con LASIK o con TKP236. 
Kampik et al han trabajado con ojos enucleados de 
porcino previamente tratados con crosslinking y 
los resultados posteriores del LASIK muestran una 
disminución del cambio refractivo y un incremento 
del grosor del flap236. No obstante son necesarios 
más estudios para determinar si la asociación del 
CxL y LASIK puede reducir los riesgos de padecer 
una ectasia postquirúrgica236.

Kanellopoulos plantea en su estudio un au-
mento en el flujo de radiación (10mW/cm2) y 
una disminución en el tiempo de aplicación de la 
misma (3 minutos), en 23 pacientes que se someten 
a una cirugía LASIK con un flap de profundidad 
de 110µm237. Posterior a la realización del flap 
se empapa el estroma corneal con la solución de 
riboflavina y se reposiciona el flap para empezar 
la aplicación de la radiación237. Se consigue una 
mejora en la agudeza visual así como una reduc-
ción de la queratometría corneal y del grosor237. A 
los 3,5±1,6 años ningún paciente ha desarrollado 
ectasia postquirúrgica237. Dado que el LASIK para 
hipermetropía puede producir un adelgazamiento 
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progresivo de fibras y este hecho se minimiza 
con crosslinking, se puede usar este efecto para 
modular la regresión a lo largo del tiempo238. Ese 
mismo año, también presentan su estudio Celik 
et al, en el cual comparan el uso de LASIK frente 
al uso de LASIK + crosslinking acelerado (re-
duciendo el tiempo de exposición a 3 minutos y 
manteniendo la misma dosis de radiación)239. El 
grosor permanece estable en ambos grupos, no se 
observan cambios en la queratometría ni pérdida 
de células endoteliales239. A falta de más estudios, 
los autores creen que puede ser un buen método 
para estabilizar la refracción del paciente239.

Siguiendo con el abanico de posibilidades que 
puede abarcar el tratamiento crosslinking, el grupo 
de trabajo de Anwar et al presenta, en el 2011, dos 
casos de pacientes con queratitis infecciosa que 
no responde a tratamiento antimicrobiano240. En 
uno de los casos, a la semana de la aplicación del 
crosslinking, el absceso corneal reduce su diámetro 
en 2 mm y el paciente refiere menos sensación de 
dolor240. A las dos semanas post-cirugía, tanto el 
absceso como el epitelio están completamente re-
sueltos, aunque permanece una cicatriz corneal240. 
En el otro caso que se presenta, a la semana de 
la aplicación de crosslinking, el absceso muestra 
los márgenes definidos y menos infiltración que 
en el preoperatorio240. En el seguimiento a los dos 
meses, refieren la desaparición del absceso susti-
tuido por una cicatriz corneal estromal profunda 
que se resuelve 4 meses después con una que-
ratoplastia penetrante240. Los autores sugieren una 
doble aplicación del crosslinking, por un lado la 
capacidad de destruir microorganismos patógenos 
en la córnea, ya que disminuye la susceptibilidad 
de la córnea a las enzimas proteolíticas146, y por 
otro lado, evitar la urgencia de una queratoplastia 
penetrante con el elevado riesgo de rechazo del 
injerto que conlleva240.

En este sentido, en el año 2012, Makdoumi 
et al publican los resultados de un estudio en el 
que tratan mediante crosslinking corneal a 16 
pacientes con un diagnóstico clínico de quera-
titis infecciosa sin tratamiento previo241. Todas 
las córneas tratadas responden al tratamiento 
crosslinking con una mejoría en los síntomas y 

una reducción de la inflamación, consiguiéndose 
la cicatrización epitelial en todos los casos salvo 
en uno de los pacientes requiere un trasplante de 
membrana amniótica241. Este mismo año, Abbouda 
et al, presentan dos casos de queratitis fúngica 
con presencia de melting que no responden al 
tratamiento médico y se someten a tratamiento 
crosslinking estándar242. Mediante OCT se evalúa 
la profundidad preoperatoria y la extensión de los 
infiltrados así como las posibles modificaciones 
durante el seguimiento. Uno de los casos pese al 
crosslinking presenta perforación corneal242. Los 
autores consideran que evaluar la extensión y la 
profundidad de la inflamación puede explicar los 
diferentes resultados post-crosslinking242.

En el año 2008, Iseli et al, refieren un estudio 
de cinco pacientes a los que se le aplica el trata-
miento crosslinking en córneas melting debido 
a queratitis infecciosa243. El melting se detiene 
en todos los casos, sin que ninguno requiera una 
queratoplastia de emergencia243. En este sentido, 
en el año 2012, Gao et al diseñan un estudio con 
20 conejos de la raza Neozelandesa cuyos resulta-
dos confirman que el tratamiento crosslinking no 
sólo puede prevenir y retrasar el melting corneal 
posterior a una quemadura álcali sino que tam-
bién puede reducir la destrucción de las fibras de 
colágeno de la córnea y la infiltración de células 
inflamatorias en el tejido corneal244. En la misma 
línea de utilización del tratamiento como terapia 
coadyuvante, Said et al describen este mismo año 
un estudio comparativo para evaluar la eficacia y 
la seguridad del crosslinking corneal, con el uso 
de riboflavina fotoactivada con un cromóforo, 
para queratitis infecciosa en el manejo de melting 
corneal245. En su estudio utilizan 40 pacientes 
con queratitis infecciosa avanzada con melting 
corneal, y los dividen en dos grupos, un grupo de 
21 pacientes (21 ojos), que recibe el tratamiento 
de crosslinking más terapia antimicrobiana, y un 
grupo de 19 pacientes (19 ojos) que sólo recibe la 
terapia antimicrobiana245. El tratamiento propuesto 
no acorta el tiempo de cicatrización corneal, pero 
sí reduce la tasa de complicaciones dado que no 
presenta ni perforación ni recurrencia de la quera-
titis, mientras que el grupo control sufre una tasa 
de complicaciones del 21%245.
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Aunque el tratamiento crosslinking ha de-
mostrado ser eficaz en enlentecer e incluso parar 
la progresión del queratocono, la recuperación 
visual, aunque estadísticamente significativa, es 
bastante modesta246. Como resultado, se están 
empezando a desarrollar nuevas líneas de tra-
bajo que combinan la aplicación del tratamiento 
crosslinking con otras técnicas queratorefractivas 
para mejorar la visión246. Estas técnicas incluyen 
queratectomía radial, queratectomía fotorefractiva 
(PRK), queratotomía asimétrica, LASIK, querato-
plastia lamelar y epiqueratoplastia246, entre otras. 
Desafortunadamente, en los estudios realizados 
hasta la fecha se demuestra que muchas de estas 
alternativas tienen pobre predictibilidad refractiva 
y pobre estabilidad246.

En la bibliografía consultada en la temática 
de la combinación de los tratamientos actuales, 
Calossi et al presentan un estudio prospectivo de 
4 pacientes (5 ojos) con queratocono, intolerancia 
a las lentes de contacto convencionales y con una 
taquimetría corneal >400µm247. Los pacientes se 
someten a un tratamiento ortoqueratológico (OK) 
durante 3 meses y, transcurrido este periodo se les 
aplica el tratamiento crosslinking247, siguiendo el 
protocolo de Siena145. Tras un mes se vuelve a re-
anudar el tratamiento ortoqueratológico durante 15 
semanas247. En todos los casos, las topografías ob-
tenidas demuestran una mejora en la forma corneal 
después de la realización de la ortoqueratología 
(OK), con una importante reducción de la abe-
rración corneal, que vuelve a sus niveles previos 
un mes después de la retirada de la OK247. Un año 
después de la realización del tratamiento crosslin-
king se observa una reducción del astigmatismo, 
aunque las mejoras en agudeza vidual se reducen 
4 meses después de la aplicación del tratamiento 
crosslinking, sin llegar a los niveles previos a la 
aplicación de OK247. La aplicación de riboflavina/
ultravioleta parece un tratamiento seguro pero no 
es capaz de estabilizar el efecto moldeador de las 
lentes de ortoqueratología247.

En la misma línea que los estudios de Kymio-
nis et al, en el año 2011, sobre la combinación de 
PRK con crosslinking131, Kanellopoulos describe 
un caso de un paciente de 57 años con una cicatriz 

corneal por un trauma anterior que presenta cegue-
ra corneal severa248. Se realiza una PRK seguida 
de la aplicación del crosslinking (siguiendo el 
protocolo de Atenas)148, 149, 249. A los 12 meses se 
observa en la OCT una reducción significativa de 
la cicatriz corneal, la superficie estromal más es-
table, el epitelio corneal más uniforme y el grosor 
corneal total se había reducido248. A los 15 meses 
se aprecia una córnea totalmente transparente248. El 
autor ratifica el uso de la PRK previa para producir 
una normalización de la superficie irregular previa 
a la aplicación del crosslinking, considerando esta 
combinación como una posible alternativa al uso 
de la queratoplastia lamelar o penetrante248.

Una de las aplicaciones de la combinación de 
PRK con tratamiento crosslinking es la ectasia 
post-LASIK según Kymionis et al, en su estudio 
sobre un paciente con queratectasia complicada 
con infección atípica micobacteriana250. Describen 
un caso de un paciente de 23 años que al mes 
de la aplicación de LASIK presenta una severa 
queratitis, congestión y presencia de infiltrados 
en la interfaz, así como un edema corneal250. No 
responde a tratamiento médico y se instaura un 
melting corneal250. Se realiza una amputación del 
flap, dado que está muy afectado por el melting y se 
realiza una combinación de PRK con tratamiento 
crosslinking estándar250. El melting empieza a re-
vertir, a los 5 días se consigue una reepitelización 
completa y a la semana los infiltrados y el edema 
corneal se resuelven250.

En la literatura consultada también se descri-
ben casos de la aplicación de la  combinación de 
PRK-crosslinking en pacientes con queratocono 
a los que se les ha implantado anillos intraestro-
males251. Kremer et al presentan un estudio de 40 
pacientes (45 ojos) a los cuales 6 meses después 
de la implantación de los ICRS y una vez que 
está estabilizado el queratocono, se les aplica la 
combinación de PRK-crosslinking251. Posterior a 
la aplicación de esta combinación se observa sobre 
todo a lo largo de los canales un haze moderado, 
que remite a las 12 semanas251. Se produce una 
disminución de los valores k y de la paquimetría 
por lo que se considera, a falta de más estudios, 
una posible técnica segura y efectiva para la esta-
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bilización del queratocono251, obteniendo la misma 
conclusión Çakir et al en sus estudios252. En el año 
2012, y en la misma dirección que Kremer et al251, 
Yeung et al evalúan el efecto de la combinación de 
PTK-crosslinking-aplicación de ICRS en el mismo 
día con la hipótesis de conseguir un efecto aditivo, 
buscando una mayor estabilidad y mejoría en la 
función visual253. A los 6 meses de la aplicación 
de los tratamientos se consigue una mejoría en 
la agudeza visual, una mejora topográfica y un 
mayor aplanamiento corneal por reducción de los 
valores k253. Destacan la ausencia de complica-
ciones postoperatorias o la presencia de haze253.

Aslanides et al, en el año 2013, realizan un es-
tudio de 5 ojos hipermétropes en el que combinan 
la aplicación de LASIK de forma simultánea con 
crosslinking para evaluar los resultados a largo 
plazo (4 años), así como su seguridad, estabili-
dad y eficacia254. Una vez realizada la ablación 
corneal, se deposita la solución de riboflavina 
directamente en el estroma corneal hasta su com-
pleta imbibición, posteriormente se reposiciona 
el flap y se procede a humedecer la superficie 
corneal con solución de riboflavina seguido de 

aplicación de radiación254. Todos los ojos tratados 
con LASIK-crosslinking muestran estabilidad a 
lo largo del seguimiento sin aparente regresión, 
mientras que en el grupo de LASIK, que no ha 
recibido crosslinking, se observa una tendencia a 
la regresión hipermétrope254. De igual forma, se 
alcanzan los mismos niveles de agudeza visual 
que cuando se aplica LASIK sólo254. Los autores 
consideran que son escasos los casos para propor-
cionar conclusiones pero no observan regresión a 
los 4 años en el grupo tratado con la combinación 
(LASIK-crosslinking)254.

En último lugar, cabe destacar el trabajo rea-
lizado por Ahearne et al en el que describen la 
creación de hidrogeles similares al colágeno que, 
aunque presente menos fuerza mecánica que el 
tejido corneal real, es una opción atractiva frente 
al uso real del tejido en experimentos y su escasa 
disponibilidad y con gran utilidad para el mejor 
estudio y desarrollo del tratamiento crosslinking255.

Se observa un sumatorio general de las indica-
ciones en la Tabla 2.
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Parámetros del tratamiento crosslinking estándar 

Fotosensibilizante Solución riboflavina 0,1% (10 mg 
riboflavina-5-fosfato en 10 ml solución 
dextrano T500 al 20%) 

Tipo de radiación Luz Ultravioleta tipo A 

Longitud de onda 370 nm 

Energía de radiación 3mW/cm2 (5,4 J/cm2) 

Distancia emisor (respecto al ojo) 1 cm 

Duración 30 minutos 

Tabla 1. Parámetros descritos por Wollensak et al138.

Indicaciones del tratamiento crosslinking 

Queratectasias progresivas Queratocono 
Degeneración Marginal Pelúcida 

Queratectasias iatrogénicas Lasik 
Queratotomía refractiva 
Queratoplastias (lamelares o penetrantes) 

Úlceras corneales Melting 

Asociación de técnicas Segmentos intracorneales 
Ortoqueratología 
Queratoplastia conductiva 
Lasik 

Queratitis Infecciosas 
Víricas 
Fúngicas 

Especiales Queratomalacia 
Distrofia de Fuchs 
Queratopatía Bullosa 

Tabla 2. Sumatorio de indicaciones generales.
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III. Material y Métodos

La fase experimental del estudio se ha lleva-
do a cabo en las instalaciones del Centro 

de Cirugía de Mínima Invasión “Jesús Usón” 
(CCMIJU) que está acreditado como Centro Usua-
rio y de Cría de Animales de Experimentación 
(CC-001) por la Consejería de Agricultura y Medio 
Ambiente, de la Junta de Extremadura. Este trabajo 
se llevó a cabo siguiendo la normativa correspon-
diente a la Directiva del Europea 2010/63/UE y 
el Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero de 2013 
(B.O.E. nº34 del 8 de febrero) sobre protección 
de los animales utilizados para experimentación 
y otros fines científicos.

El protocolo experimental de este proyecto de 
investigación ha sido revisado y aprobado por 
el Comité de Ética y Bienestar Animal (CEBA) 
del CCMIJU. El estudio se realizó siguiendo las 
normativas establecidas en la Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals (Institute of La-
boratory Animal Resources, Commission on Life 
Sciences, National Research Council, USA).

MATERIAL

Sujetos de estudio

Para el presente estudio se emplearon 35 ma-
chos de la especie cunícula (Oryctolagus cunicu-
lus) de la raza Neozelandesa, con un peso medio 
inicial de 4 ± 0.5 kg. Tras su llegada al CCMIJU, 
los animales se mantuvieron aislados durante un 
periodo de aclimatación de dos semanas, y fueron 
sometidos a los correspondientes estudios sani-
tarios para acreditar el correcto estado de salud. 

Se realizaron extracciones de sangre a cada ani-
mal para efectuar controles hematológicos y bio-
químicos y verificar así que los valores obtenidos 
permanecían dentro de los niveles considerados 

normales en la especie cunícula.

Una vez superado el periodo de aclimatación, 
los animales fueron identificados con microchip 
subcutáneo implantado en el lado izquierdo del 
cuello. Los animales fueron estabulados en el 
animalario del CCMIJU con las siguientes condi-
ciones ambientales:

1. Jaulas individuales con cubeta de polisulfono 
con una superficie de 3m2 y 40 cm de altura y 
un lecho de virutas de madera. Dichas jaulas 
están identificadas con el código del proyecto 
y con el número de identificación del animal.

2. Temperatura ambiental de 20-24 ºC.

3. Humedad relativa 55%.

4. Quince renovaciones de aire por hora.

5. Ciclos de 12h de luz/oscuridad con control 
de la intensidad.

6. Pienso comercial para conejos (pienso com-
pleto de mantenimiento 2030 Teklad Global 
Rabbit Diet®, Harlan).

7. Agua de bebida osmotizada, administrada 
mediante un dispensador automático. Disponen 
de agua ad libitum.

Una vez realizada la cirugía los animales se 
clasifican al azar en diferentes grupos en función 
de la duración del estudio:

• Grupo A: postoperatorio.

• Grupo B: 3 días.

• Grupo C: 15 días.

• Grupo D: 1 mes.

• Grupo E: 3 meses.

• Grupo F: 6 meses.

• Grupo G: 18 meses.
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Material Anestésico, Quirúrgico y 
de Diagnóstico

Para la ejecución de este trabajo se utilizó el 
material anestésico necesario para llevar a cabo 
la premedicación, inducción y mantenimiento de 
los animales. En los procedimientos quirúrgicos 
se empleó instrumental específico de oftalmología.

Para el desarrollo del estudio se dispuso de un 
queratómetro automático portátil KM-500 (Ni-
dek®) (Fig.1) y de un topógrafo corneal Eye Top 
2005® V.1.0 (CSO) (Fig. 2).

Fig. 1. Queratómetro automático portátil.

MÉTODO

Justificación	del	método

Con este trabajo experimental pretendemos 
evaluar la utilidad y la efectividad del tratamiento 
crosslinking. Este estudio se planteó como conse-
cuencia del análisis de los resultados obtenidos en 
un estudio previo realizado por nuestro grupo, en 
el que se evaluó la efectividad de la asociación de 
dos técnicas moldeadoras de la superficie corneal 
como son los anillos intracorneales (Intacs®) y 
el procedimiento crosslinking. Las conclusiones 
obtenidas en dicho estudio, que coinciden con los 
trabajos publicados hasta el momento sobre el 
tema, nos han llevado a analizar en mayor profun-
didad los efectos provocados por este tratamiento 
a largo plazo y a realizar un seguimiento durante 
el periodo de estudio.

El desarrollo y la aplicación del procedimien-
to crosslinking ha supuesto una revolución en el 
mundo del tratamiento de las ectasias corneales 
debido a su reducido riesgo en comparación con 
los tratamientos existentes hasta la actualidad. 
Procedimientos quirúrgicos como la queratoplastia 
(tanto lamelar como penetrante) o la aplicación 
de anillos intracorneales comportan más riesgo y 
una mayor aparición de complicaciones postqui-
rúrgicas debido al tipo de cirugía más agresiva y 
a los cuidados posteriores, así como la posibilidad 
de rechazo del trasplante corneal en caso de las 
queratoplastias.

Comprobados los efectos inmediatos y a medio 
plazo de esta nueva técnica, en la bibliografía con-
sultada y tras los resultados obtenidos en nuestro 
estudio previo, diseñamos este estudio de cara a 
evaluar y estudiar los cambios morfológicos, to-
pográficos e histológicos producidos en el estroma 
corneal a largo plazo.

Para la realización de este estudio se ha elegi-
do la especie cunícula como modelo animal por 
su semejanza con la especie humana tanto en las 
características histológicas de las capas corneales 

Fig. 2. Topógrafo corneal.
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como en el espesor del estroma corneal. Tras rea-
lizar la revisión bibliográfica observamos que las 
especies utilizadas para estudios de oftalmología, 
concretamente de córnea, son la especie porcina 
y la cunícula.

La especie porcina posee similitudes en estruc-
tura y constitución con la especie humana excepto 
en el grosor corneal. En los estudios encontra-
dos en ojo de cerdo, el efecto biomecánico del 
tratamiento crosslinking es menor que en el ojo 
humano por su diferencia en el espesor corneal. El 
efecto biomecánico que produce esta técnica en la 
córnea se ha medido usando equipos de tensión y 
estrés de biomateriales y muestra unos resultados 
de 328,9 % en córneas humanas y un 71,9 % en 
córneas de cerdo. El hecho de que se produzca un 
mayor efecto biomecánico en córneas humanas 
se debe a que el entrecruzamiento que produce 
el procedimiento crosslinking es máximo sólo 
en los 300 µm anteriores y las córneas humanas 
tienen un espesor de 550 µm, frente a las córneas 
porcinas que poseen un espesor de 850 µm. El 
valor del espesor corneal es importante destacarlo 
dado que es uno de los indicadores de riesgo para 
la producción de una ectasia corneal. Dada la di-
ferencia de grosor corneal entre la especie humana 
y la especie porcina, esta última se considera de 
segunda elección como modelo para estudios de 
oftalmología dado que no sería real a la hora de 
evaluar el reforzamiento de las fibras de colágeno 
al poseer más cantidad de láminas paralelas. 

Los estudios en ojo de conejo han evidenciado 
que las similitudes con la córnea humana son ma-
yores que en el caso del ojo de cerdo. La córnea 
del conejo posee un espesor estromal similar al 
de la córnea humana (450-500 µm) y el epitelio 
corneal guarda más similitudes con el ojo humano 
(en espesor y capas de células), de tal forma que 
lo consideramos ideal para la extrapolación a la 
especie humana. Su uso está condicionado a dos 
factores, la ausencia de membrana de Bowman en 
la especie cunícula y la rapidez en regeneración. 
La falta de la capa de Bowman no conlleva con-
secuencias en la regeneración epitelial ni altera el 
tiempo de la misma. Sin embargo, la mayor rapidez 
en regeneración y cicatrización de la córnea de 

los conejos hacen necesaria una conversión real a 
humana una vez finalizado el estudio.

A pesar de dichas semejanzas hay que tener en 
cuenta las diferencias estructurales de la córnea 
sana con la córnea con queratocono. La córnea 
sana posee la arquitectura correcta, con parale-
lismo entre las fibras de colágeno y curvatura 
adecuada. Es una córnea con un grosor mayor que 
la córnea queratocónica y con mayor rigidez. La 
córnea queratocónica posee un adelgazamiento 
acentuado y un exceso de curvatura que conlleva 
la formación de un cono normalmente en la zona 
inferotemporal o apical.

La luz ultravioleta (UV) representa en general 
un daño potencial para el ojo por el daño fotoquí-
mico que resulta en quemaduras solares o fotoque-
ratitis. Estas alteraciones se deben a la luz UV de 
tipo B (290-320 nm), principalmente absorbida 
por el epitelio corneal, que es la causante de mu-
taciones, de ahí la elección de luz UV de tipo A.

Utilizamos para los seguimientos (control y 
evaluación del estado de la córnea) técnicas no 
invasivas como son el queratómetro portátil y el 
topógrafo corneal. 

Con la queratometría determinamos la curva-
tura corneal promedio de una zona a 3 mm de la 
córnea central. Se obtienen dos medidas corres-
pondientes al meridiano horizontal y vertical de 
la córnea. El queratómetro expresa los resultados 
en milímetros de radio de curvatura o en diop-
trías (dándonos la potencia corneal). Obtenemos 
la potencia corneal a través de la medición del 
radio de curvatura de la superficie anterior de la 
córnea de forma no agresiva para la córnea. Es 
un método rápido y sencillo para el cálculo de la 
potencia corneal y la evaluación para el cálculo de 
la adaptación de lentes intraoculares.

La topografía es altamente sensitiva y mediante 
su uso podemos evaluar la superficie corneal com-
pleta de manera computerizada obteniendo mapas 
a color de las diferentes zonas de la córnea con su 
respectiva curvatura, valorando posibles irregu-
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laridades de la superficie anterior o posterior. De 
esta forma descartamos enfermedades que alteran 
la forma correcta de la córnea, diversos tipos de 
astigmatismo, para el estudio pre y post-quirúrgico 
de cirugías refractivas, trasplantes de córnea, etc. 
Junto con el uso de la queratometría obtenemos 
los datos necesarios para evaluar el estado corneal.

La elección de los tiempos de seguimiento pos-
teriores al tratamiento crosslinking se fundamenta 
en los datos publicados previamente. En la biblio-
grafía revisada se indica que a partir de los tres 
meses apenas se muestran cambios significativos 
importantes en el epitelio corneal que se puedan 
evidenciar con la queratometría y la topografía 
corneal. El criterio de elección para mantener un 
grupo de 18 meses se debe a la falta de estudios 
centrados en las consecuencias a largo plazo de la 
aplicación de radicación ultravioleta en la córnea.

Dado que es un tratamiento moldeador de la 
superficie corneal deben analizarse los efectos a 
nivel de las láminas de colágeno y su cicatrización 
correcta, la cual, no sólo conlleva la transparencia 
corneal sino también la ausencia de errores refrac-
tivos, mejora del perfil corneal e incremento de su 
resistencia.

Se establecen seguimientos cada 3 meses en 
el grupo de animales a largo plazo (18 meses) 
para evaluar cualquier modificación en la córnea 
o posible alteración ajena a nuestro estudio. Los 
seguimientos no se establecen con más frecuencia 
para evitar el estrés en los animales y porque se 
consideran suficientes las evaluaciones cada 3 
meses dado que la córnea se ha estabilizado.

Los animales son intervenidos por el mismo 
equipo quirúrgico, estabulados en jaulas indivi-
duales en el Centro de Cirugía de Mínima Invasión 
“Jesús Usón” (CCMIJU) y se les ha realizado un 
seguimiento máximo de 18 meses  de evolución, 
periodo que pensamos puede representar fehacien-
temente resultados a largo plazo.

PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Una vez superado el periodo de aclimatación 
y antes de iniciar cada procedimiento, los anima-
les fueron sometidos a un estudio completo de 
diagnóstico oftalmológico para excluir cualquier 
patología oftálmica previa como úlceras, ectasias 
congénitas u opacidades corneales previas. Se 
adjunta un esquema de trabajo al final de este 
apartado (pág. 45).

Protocolo Anestésico

Tras la realización de un examen clínico com-
pleto, se colocó un catéter intravenoso en la vena 
marginal de la oreja.

Los conejos fueron premedicados median-
te la administración de medetomidina 1,0 mg 
(Domtor®, Pfizer) y ketamina (Ketolar® 50) (10 
mg/kg). Tras la premedicación, preoxigenamos 
mediante una mascarilla facial (máscara de Hall) 
durante 5 minutos con oxígeno al 100 % con un 
flujo de gas fresco de 3-5 l/min. La anestesia fue 
inducida con propofol (Diprivan®, Zeneca) (4mg/
kg) vía intravenosa.

Se procedió a intubar a los animales, mediante 
la técnica ciega, con tubos endotraqueales nº 3.0 
con neumotaponamiento. Se conectó el tubo a un 
circuito circular semicerrado unido a un ventila-
dor (Ohmeda) con un flujo de gases frescos de 
0,3 l/min los cinco primeros minutos y pasado 
este tiempo se fijó en 1 l/min. El mantenimiento 
anestésico se realizó mediante anestesia inhalatoria 
con sevofluorano (Sevorane®, Abbott) a una con-
centración fijada en el vaporizador del  1,2-1,1%.

Durante toda la intervención quirúrgica se 
estuvo administrando infusión continua de Lactato 
de Ringer (Ringer Lactato®, Braun)(5-10 mg/
kg) a través de la vena marginal de la oreja. Para 
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la relajación muscular necesaria se administró 
Vecuronio (Norcuron®) (0, 25 mg/kg) en bolus 
cada 50 minutos.

La analgesia se basó en la administración de 
buprenorfina (Buprex®) (10 µgr/kg) por vía sub-
cutánea.

Cuidados Postoperatorios

Posterior a cada intervención los animales 
fueron sometidos a una antibioterapia tópica con 
colirio de gentamicina (Colircusí Gentamicina®, 
Alcon Cusí) durante cinco días administrado 3 ve-
ces al día. Se les administró colirio de atropina 1% 
(Colircusí Atropina®, Alcon Cusí) cinco minutos 
antes de cada aplicación del colirio antibiótico.

Como analgesia post-quirúrgica se administra 
0,5 ml Buprenorfina (Buprex®) (10 µg/kg) cada 
12 horas durante 3 días.

Protocolo Quirúrgico

Antes de iniciar la intervención se procedió al 
rasurado y desinfección de la zona periocular. Los 
animales se trasladaron a quirófano y se procedió 
a preparar el campo quirúrgico según el procedi-
miento habitual (antisepsia cutánea y colocación 
de paños estériles fenestrados para el abordaje de 
toda la zona orbitaria y globo ocular).

Se colocó a los animales en decúbito lateral 
izquierdo y se les realizó un lavado de la superficie 
ocular del ojo derecho con suero salino fisiológico 
(SSF, Braun®). Se realizaron tres queratometrías 
seriadas para la obtención de la media del radio de 
la superficie anterior de la córnea y su potencia en 
dioptrías con el queratómetro automático portátil 
KM-500 (Nidek®).

De igual forma se procedió a la toma de imáge-
nes de la superficie corneal y el estado de su cur-
vatura mediante la topografía corneal (topógrafo 

corneal Eye Top® 2005 V.1.0 (CSO)).

Una vez tomados estos datos en el ojo derecho 
realizamos la misma maniobra en el ojo izquierdo 
colocando al animal en decúbito lateral derecho.

Seguidamente, se volvió a colocar al animal 
en decúbito lateral izquierdo para la cirugía. Se 
procedió a la debridación superficial de la córnea 
del ojo derecho (OD) mediante la utilización de un 
cuchillete oftálmico de 15° (Maní®, Bloss Group 
S. A.) en un área de 49 mm2 (Fig. 3). Posterior-
mente se realiza un lavado de la superficie de la 
córnea con suero salino fisiológico (SSF, Braun®) 

Fig. 3. Aspecto de la úlcera corneal.

y una limpieza con lancetas de celulosa de los 
restos debridados. Se practica la misma cirugía 
en el ojo izquierdo.

Una vez realizada la técnica quirúrgica se aplica 
el tratamiento crosslinking. En el OD se instilan 
dos gotas de la solución de riboflavina 0,1% (Ri-
crolin®, Sooft Italia), y esperamos 15 minutos para 
que se absorba la solución aplicada y se coloca la 
fuente de luz adecuada de radiación ultravioleta 
tipo A (UV-A (dispositivo experimental emisor 
de radiación ultravioleta de Oftaltech S.A, vali-
dado y calibrado en Universidad Politécnica de 
Cataluña; 8 LED´s; radiación UVA 370±10 nm; 
potencia 3mW/cm2) a 2cm de distancia durante 
30 minutos ininterrumpidamente (Fig. 4). Durante 
este periodo, se instilan dos gotas de riboflavina 
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cada 5 minutos.

Una vez recibido el tiempo de radiación esta-
blecido, se realiza un lavado de la superficie ocular 
con suero salino fisiológico (SSF, Braun®) para 
eliminar cualquier resto adherido a la córnea.

Durante todo el tiempo de radiación del OD, se 
instilan gotas de suero salino (SSF, Braun®) en el 
OI para evitar la deshidratación. El OI sirve como 
control en este estudio.

De esta forma quedan establecidos en cada 
grupo 5 animales, el OD con tratamiento fotosen-
sibilizador y el OI como control.

Evaluación	Superficie	Corneal

Posterior a la cirugía se realizan los seguimien-
tos en los animales en función de los tiempos 
establecidos para la obtención de datos sobre la 
evaluación de la córnea.

El grupo de largo plazo (18 meses) presenta los 
siguientes seguimientos:

• A los 4 meses.

• A los 6 meses.

• A los 8 meses.

• A los 18 meses.

Queratometrías corneales

La superficie corneal anterior es asférica, al 
cambiar el radio de curvatura desde el centro 
(valor más bajo en mm) a la periferia (valor más 
alto en mm). Sin embargo la zona óptica central 
es esférica y es donde realizamos la medición 
queratométrica, el área de córnea central donde 
tomamos las medidas tiene aproximadamente 3 
mm diámetro. Es un método de gran exactitud y 
fácilmente reproducible con un coste y manteni-
miento reducido.

El queratómetro automático portátil KM-500 
(Nidek®) proyecta una imagen luminosa (miras) 
sobre la córnea y el reflejo es captado por unos 
fotosensores. El procesador del queratómetro 
analiza esta imagen, realiza la medida en milíme-
tros y determina el radio de curvatura. Además, 
calcula la potencia corneal total en dioptrías 
mediante una fórmula matemática, aplicando un 

Fig.	4.	Imagen	de	la	córnea	humedecida	con	la	riboflavina	recibiendo	luz	
ultravioleta A.
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Fig. 5. Toma de datos con queratómetro portátil.

Fig. 6. Imagen corneal durante la toma de datos.

índice de refracción corneal orbitario propio del 
queratómetro.

Se coloca al animal en decúbito lateral iz-
quierdo y se procede a un lavado de la superficie 
corneal del OD con suero salino fisiológico (SSF, 
Braun®). Una vez drenado todo el suero de la 
superficie corneal y de los sacos conjuntivales 

posicionamos el queratómetro de forma paralela 
a la córnea y obtenemos la lectura del radio de la 
superficie anterior de la córnea (Figs. 5 y 6). Se 
toman 3 medidas seguidas y se realiza la media 
para obtener un resultado más fiable.

Una vez realizado este procedimiento se efectúa 
en el ojo izquierdo.

Topografías corneales

Los videoqueratoscopios, catalogados como 
análisis topográfico por sistema de reflexión, 
analizan una serie de círculos concéntricos refle-
jados por la córnea para calcular la pendiente de 
la superficie corneal y obtener de ella el radio de 
curvatura.

Fig.	7.	Colocación	del	topógrafo	corneal	sobre	el	ojo	
del animal.

Una vez realizada la queratometría se ubica el 
topógrafo corneal (topógrafo corneal Eye Top® 
2005 V.1.0 (CSO)) de forma paralela al OD para 
la obtención de las imágenes de la superficie cor-
neal (Fig.	7). Una vez tomada esta información, 
se efectúa esta medida en el OI. La medida que 
se toma como referencia es el radio de curvatura 
de la córnea con un paso de 0,15 mm para apre-
ciar de manera más exacta los detalles finos de la 
superficie corneal.

Una vez que se han realizado las medidas en los 
diferentes grupos, y tras completar el periodo de 
seguimiento establecido, se procede al sacrificio 
de los animales de acuerdo con los procedimientos 
sobre el uso de animales de experimentación (Real 
Decreto 53/2013 de 1 de febrero de 2013 (B.O.E. 
nº34 del 8 de febrero), mediante la inyección de 
sobredosis de medicación anestésica y la inyección 
de cloruro potásico (KCl). Posteriormente se 
procede a la extracción de las muestras corneales 
(Fig. 8).
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Estudio Histológico

La realización de los estudios histológicos de 
las muestras se llevaron a cabo en el departamento 
de Anatomía Patológica de la Facultad de Medici-
na de la Universidad de Salamanca por el Dr. Paz 
Bouza y en el laboratorio de Anatomía Patológica 
AnaPath de Granada.

Las muestras se remiten fijadas en formol y se 
procede a su inclusión en parafina, realizándose 
cortes de 4 µm que se tiñen con hematoxilina eosi-
na para manifestar las estructuras ácidas y basófilas 

(núcleos celulares) y con Rojo Sirio para evaluar 
el estado de las fibras de colágeno y la disposición 
de las mismas en el estroma así como la posible 
presencia de artefactos de cicatrización.

La valoración histológica se realizó valorando 
el grado de epitelización y profundidad de la úlcera 
de existir ésta, presencia de infiltrado inflamatorio 
y tipo, valoración de la membrana de Descemet, 
presencia de fibrosis o alteración en la estructura 
corneal y grado de apoptosis.

Análisis Estadístico

Los datos se presentan mediante su media y des-
viación estándar. Se utiliza el paquete estadístivo 
SPSS 15.0.1. (IBM Company, EEUU).

Dado el pequeño tamaño de la muestra la utili-
zación de pruebas paramétricas no sería adecuada 
por lo que las posibles diferencias en los valores de 
radio corneal en función del tiempo y presencia o 
ausencia del tratamiento crosslinking se estudian 
mediante pruebas no paramétricas (Prueba de los 
rangos con signo de Wilcoxon y Prueba de Mann-
Whitney). Se considera significativo un valor de 
p<0,05.

Fig. 8. Toma de muestras. Extracción córnea.
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Esquema Desarrollo Experimental

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

 - Toma de datos
 - Recogida de muestras

Grupo A 

- Controles hematológicos y bioquímicos
- Controles oftalmológicos

- Debridamiento superficial
- Tratamiento crosslinking

Post-cirugía 
n=5 

3 días 
n=5 

15 días 
n=5 

1 mes 
n=5 

3 meses 
n=5 

6 meses 
n=5 

18 meses 
n=5 

Grupo B 

Grupo C 

Grupo D 

Grupo E 

Grupo F 

Grupo G 

- Estudio estadístico
- Histología muestras corneales

- 4 meses

- 8 meses
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IV. Resultados

Los resultados de los análisis hematólogicos 
y bioquímicos evidenciaron el correcto estado de 
salud de los 35 animales antes de la intervención, 
dado que los valores obtenidos permanecían dentro 
de los niveles considerados normales en la especie 
cunícula.

Los controles oftalmológicos demuestran el 
correcto estado de la córnea previa a la cirugía en 
cuanto a transparencia y ausencia de otras pato-
logías oculares como queratoconjuntivitis seca, 
cicatrices corneales, etc.

Queratometría

Los datos obtenidos en las medidas de la super-
ficie anterior de la córnea, obtenidos mediante el 
uso del queratómetro automático portátil KM-500 
(Nidek®), de los animales del estudio dan como 
resultado una media preoperatoria corneal de:

• Ojo derecho: 7.63 ± 0.74 mm

• Ojo izquierdo: 7.61 ± 0.80 mm

Se reflejan a continuación, y en función de 
los grupos de estudio, las medias de los datos 
postoperatorios de la superficie anterior corneal 
agrupados por grupo OD y grupo OI.

Grupo A (postoperatorio) n=5

En el postoperatorio inmediato (Tabla 3), las 
modificaciones en el radio corneal del ojo trata-
do no presentan diferencias, mientras que en las 
modificaciones en el ojo izquierdo sí se muestran 
diferencias significativas respecto a los valores 
preoperatorios (p<0.05).

Como se puede apreciar en la gráfica de la 
evolución de las medias del radio de la superficie 
anterior de la córnea agrupadas en función de ojo 

derecho y ojo izquierdo (Gráfica	1), ambos ojos 
presentan una mínima variación respecto a su 
media inicial.

Tabla 3. Medidas queratométricas. Grupo A.

Grupo B (3 días) n=5

De igual forma que en el grupo anterior, las 
modificaciones en el radio corneal del ojo no 
tratado a los 3 días de realizado el tratamiento 
crosslinking no presentan diferencias, mientras 
que en las modificaciones en el ojo izquierdo sí se 
muestran diferencias significativas respecto a los 
valores preoperatorios (p<0.05) (Tabla 4).

En la gráfica de la evolución de las medias de 
ambos ojos (ver Gráfica	2) se puede apreciar que 
ambos ojos siguen una evolución similar.

Tabla 4. Medidas queratométricas. Grupo B.

Grupo C (15 días) n=5

En el estudio estadístico realizado a los 15 días 
se observa una tendencia a un aumento en el radio 
corneal en el ojo tratado (aunque sin diferencias 
significativas) (Tabla 5).

En la gráfica correspondiente (Gráfica	3) se 
puede observar un ligero incremento en la media 
del radio de la superficie anterior de la córnea en el 
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ojo que ha recibido tratamiento respecto a su media 
preoperatorio. Sin embargo, en el ojo control, tras 
un ligero incremento en la medida postoperatoria, 
disminuye el valor del radio hasta alcanzar un 
valor similar al preoperatorio.

Tabla 5. Medidas queratométricas. Grupo C.

Grupo D (1 mes) n=5

La tendencia mostrada en los ojos tratados en el 
grupo C alcanza significación estadística (p<0.05) 
en el grupo de 1 mes respecto a los ojos no tratados 
(Tabla 6).

En la Gráfica 4 se puede observar cómo la me-
dia del radio de la superficie anterior de la córnea, 
en el ojo control, se mantiene en valores cercanos 
a las medias obtenidas en la toma de muestras 
pre y postoperatoria. Sin embargo, se aprecia en 
el ojo tratado un incremento evidente en la media 
del radio de la superficie anterior de la córnea 
respecto a la media preoperatoria, indicando un 
mayor aplanamiento corneal respecto a los valores 
iniciales (Gráfica	4).

Tabla 6. Medidas queratométricas. Grupo D.

Grupo E (3 meses) n=5

En el estudio realizado en el grupo de 3 meses 
no se aprecian variaciones significativas (Tabla	7).

En la Gráfica 5 se aprecia un mayor aumento en 
la media del ojo tratado respecto a la media inicial 
que en el ojo control. No obstante este aumento es 
poco evidente (Gráfica	5).

Tabla	7.	Medidas	queratométricas.	Grupo	E.

Grupo F (6 meses) n=5

Al igual que en el grupo anterior no se aprecian 
diferencias en el grupo de 6 meses en las querato-
metrías (Tabla 8).

En la gráfica correspondiente (Gráfica	6), se 
aprecia una evolución similar en ambos ojos. En 
el final del estudio ambos presentan una media del 
radio de la superficie anterior de la córnea similar 
entre ellos y ligeramente mayor a la media obte-
nida en el preoperatorio.

Tabla 8. Medidas queratométricas. Grupo F.

Grupo G (18 meses) n=5

No se aprecian diferencias significativas en el 
grupo de 18 meses en las queratometrias (Tabla 9).

En la Gráfica 7 se puede apreciar como la me-
dia del radio de la superficie anterior de la córnea 
de los ojos tratados apenas sufre variación a lo 
largo del estudio, hasta obtener un mayor valor al 
final del estudio, lo que conlleva un mayor apla-
namiento corneal respecto al valor preoperatorio 
(Gráfica	7).

Tabla 9. Medidas queratométricas. Grupo G.
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Por último, se realiza una comparativa de las 
medias obtenidas, en ambos ojos, agrupadas en 
función del tiempo del estudio (Tabla	10	y	Gráfica	
8). En esta última gráfica se aprecia la evolución a 

lo largo del estudio de las medias de ambos ojos, 
que se ha ido explicando de forma individual por 
grupos de estudio.

Tabla 10. Medidas queratométricas. Comparativa OD/OI a lo largo del estudio.

Gráfica	1.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	A.	Se	
marca	con	asterisco	la	diferenciación	significativa.

Gráfica	2.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	B.	Se	
marca	con	asterisco	la	diferenciación	significativa.

*

*



50 Resultados

Gráfica	3.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	C.

Gráfica	4.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	D.	Se	
marca	con	asterisco	la	diferenciación	significativa.

*
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Gráfica	5.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	E.

Gráfica	6.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	F.
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Gráfica	7.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos.	Grupo	G.

Gráfica	8.	Evolución	de	la	superficie	anterior	de	la	córnea	(en	mm)	en	ambos	ojos	OD/OI	a	lo	largo	del	estudio.
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Topografía corneal

Se presentan los resultados de un animal (por 
grupo) elegido aleatoriamente utilizando los mapas 
axiales y representando la curvatura (en mm) en 
cada punto respecto del eje óptico corneal. Para 
facilitar la comprensión de los resultados presen-
tados se realizan mapas de diferencias, por grupo 
de estudio, respecto a la toma de topografía corneal 
preoperatoria y la toma de topografía corneal de 
final de estudio.

El área corneal se divide en áreas:

• Zona óptica central (aproximadamente 4 
mm).

• Zona periférica (hasta el limbo esclerocor-
neal).

• Zona limbar.

En el mapa axial utilizado las zonas frías (co-
lores fríos) indican un mayor radio de curvatura 
(zona más plana de la córnea) y las zonas cálidas 
(colores cálidos) indican una zona más curvada, 
luego de mayor potencia óptica.

Grupo A (postoperatorio)

Se aprecia en la imagen postoperatoria (Fig. 
9) una mayor presencia de colores cálidos en la 
zona óptica central que puede indicar una mayor 
curvatura corneal en esa zona debido a la inflama-
ción producida por el debridamiento superficial 
realizado. 

No obstante, en los resultados de las medias de 
los valores k en el mapa diferencial, se observa que 
la media del mapa postoperatorio es ligeramente 
menor que la obtenida en el mapa preoperatorio 
(Fig. 9). En este sentido, cabe señalar que las topo-
grafías corneales postoperatorias no son de mucha 
fiabilidad dado que es complicado que el reflejo 
de los anillos de Plácido, que emite el topógrafo, 
muestre una imagen regular, ya que la calidad 
de la imagen depende del estado cualitativo y la 

regularidad de la superficie de esa córnea y de la 
calidad de la lágrima.

Grupo B (3 días)

Se observa en la imagen postoperatoria (Fig. 
10) una mayor presencia de colores fríos en com-
paración con la imagen preoperatoria. A partir de 
esta imagen se advierte un ligero aplanamiento en 
la superficie corneal respecto al eje óptico corneal, 
que se confirma observando las medias del mapa 
diferencial en el que se ha obtenido una media de 
6,85 mm de radio de la superficie anterior de la 
córnea frente a los 6,50 mm del mapa preopera-
torio. Esta diferencia es mínima y junto con las 
medidas queratométricas se puede concluir en que 
no presenta un cambio significativo.

Grupo C (15 días)

La imagen postoperatoria de este grupo (Fig. 
11) indica un claro aplanamiento de la superficie 
corneal respecto al eje óptico, que viene demos-
trado por la mayor presencia de colores fríos en 
la zona periférica y limbar. La zona óptica central 
presenta una zona de aproximadamente 1,5 mm de 
mayor curvatura en el cuadrante inferior (repre-
sentada por colores cálidos) que puede deberse a 
una alteración de la arquitectura de la córnea en 
esa zona por una cicatrización incompleta.

Al observar las medidas en el mapa diferencial 
se puede apreciar un mayor valor en la media de 
los valores k (8,15 mm) respecto a la media de los 
valores preoperatorios (7,60 mm) que confirma 
de forma cuantitativa ese aplanamiento que se 
observa en el mapa axial postoperatorio.

Grupo D (1 mes)

Se aprecia en la imagen postoperatoria (Fig. 
12), una clara presencia de colores fríos en la 
totalidad de las áreas a evaluar en la córnea (zona 
óptica central, zona periférica y zona limbar). 
Este mapa axial postoperatorio está indicando un 
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aplanamiento significativo respecto al mapa axial 
preoperatorio en el que se aprecia mayor presen-
cia de colores cálidos. De igual forma se puede 
observar en el mapa diferencial un aplanamiento 
respecto al eje óptico corneal de 1,06 mm en el 
radio de la superficie anterior de la córnea.

Grupo E (3 meses)

En el mapa axial postoperatorio de este suje-
to (Fig. 13) se aprecia una mayor presencia de 
colores fríos en las zonas periférica y limbar en 
comparación con el mapa axial preoperatorio, lo 
que indica un mayor aplanamiento del ojo a los 3 
meses del tratamiento respecto a su valor inicial. 
En la zona óptica se puede apreciar la presencia 
de colores cálidos que señalan una ligera curvatu-
ra de esa zona. Esta zona no presenta un cambio 
significativo como se puede comprobar mediante 
el estudio estadístico de los valores k obtenidos en 
el mapa diferencial. A pesar de esos valores k de 
la zona óptica central más disminuídos se obtiene 
una media mayor (8,14 mm) respecto a la obtenida 
en el mapa preoperatorio (7,62 mm).

Grupo F (6 meses)

A los 6 meses del tratamiento el mapa axial 
(Fig. 14) que se obtiene es similar a los grupos D 
y E sin apenas variaciones, dato que se confirma 
a través de las medidas queratométricas.

Se aprecia una clara presencia de colores fríos 
en las 3 áreas evaluadas de la córnea, lo que 

conlleva un mayor aplanamiento de la superficie 
corneal con respecto al estado preoperatorio. 
Este aplanamiento se puede comprobar de forma 
cuantitativa en el mapa diferencial observando la 
diferencia en la media de los valores k obtenidos 
en ambos mapas, con un incremento de 0,60 mm 
en el radio de la superficie anterior de la córnea a 
los 6 meses del tratamiento postoperatorio.

Grupo G (18 meses)

En el último grupo de estudio, al igual que en 
los 3 grupos anteriores, se observa un mapa axial 
postoperatorio (Fig. 15) con predominancia de 
colores fríos en las áreas de la córnea evaluadas 
(zona óptica central, periférica y limbar) indicando 
mayor aplanamiento respecto al eje óptico corneal 
que en el estado preoperatorio.

La media de los valores k obtenidos en el mapa 
diferencial señala un aplanamiento de 0,59 mm 
respecto al mapa axial preoperatorio, lo que con-
firma el aplanamiento de la superficie corneal ya 
descrito cualitativamente.

En resumen, a lo largo de los tiempos de se-
guimiento se puede observar un aplanamiento de 
la curvatura corneal en los ojos tratados. Cabe 
destacar a los 3 días de realizado el tratamiento 
crosslinking cómo se inicia el cambio en la su-
perficie corneal y la constancia en la estabilidad 
de ese aplanamiento a lo largo del estudio hasta 
los 18 meses.
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Fig. 9. Topografía en el sujeto del Grupo A. Mapas axiales del preoperatorio y del postoperatorio. Apenas se aprecian 
diferencias en la supercie ocular pre y post-tratamiento.

Fig. 10. Topografía en el sujeto del Grupo B. Mapas axiales del preoperatorio y a los 3 días del tratamiento. Nótese el 
incremento de colores fríos indicando un inicio de aplanamiento corneal.
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Fig. 11. Topografía en el sujeto del Grupo C. Mapas axiales del preoperatorio y a los 15 días del tratamiento. 
Nótese la persistencia en los colores fríos a excepción de la zona óptica central.

Fig. 12. Topografía en el sujeto del Grupo D. Mapas axiales del preoperatorio y al mes del tratamiento. Obsérvese la 
presencia	de	colores	fríos	en	toda	la	superficie	corneal	en	la	imagen	postoperatoria.
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Fig. 13. Topografía en el sujeto del Grupo E. Mapas axiales del preoperatorio y a los 3 meses del tratamiento. 
Obsérvese la presencia de colores fríos a excepción de la zona óptica central.

Fig. 14. Topografía en el sujeto del Grupo F. Mapas axiales del preoperatorio y a los 6 meses del tratamiento. 
Obsérvese	la	presencia	de	colores	fríos	en	toda	la	superficie	corneal	en	la	imagen	postoperatoria.
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Fig. 15. Topografía en el sujeto del Grupo G. Mapas axiales del preoperatorio y a los 18 meses del tratamiento. 
Obsérvese	la	presencia	de	colores	fríos	en	toda	la	superficie	corneal	en	la	imagen	postoperatoria.
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Análisis histológico

Se reflejan a continuación y en función de los 
tiempos de estudio los resultados de la histología 
corneal en cada uno de los grupos de estudio 
(muestras seleccionadas aleatoriamente).

Grupo A: postoperatorio

En los ojos derechos de este grupo, se observan 
zonas necróticas en el área central de irradiación 
y no se aprecia la estructura horizontal de las 
laminillas de colágeno. Se aprecia también la lo-
calización anterior de los espacios intercelulares 
y una línea de demarcación a una profundidad de 
250 +/- 20 µm. Se mantiene la lámina basal del 
epitelio (Fig. 16).

En los ojos izquierdos se observa una menor 
zona y profundidad afectada. Sólo se aprecia la 
pérdida de epitelio (Fig.	17).

Grupo B: 3 días

En general, en los ojos derechos se observa un 
adelgazamiento del epitelio y la presencia de un 
infiltrado inflamatorio de tipo crónico formado 
sobre todo por linfocitos en las capas más basales. 
Ausencia de núcleos en el estroma. También se 
observa la formación de vesículas entre la capa 
basal y la membrana de Descemet, con lo que el 
epitelio se separa de ésta en un proceso denomi-
nado queratopatía bullosa. Concretamente en la 
imagen histológica (Figs. 18 y 19) se observa una 
pérdida de epitelio, multifocal aunque de pequeño 
tamaño, asociada a un infiltrado severo.

	  
Figura 16. Corte histológico ojo derecho. Tinción 
HE. Grupo A. Señalada línea demarcación del 
tratamiento	(flecha)(x10).

Figura	17.	Corte	histológico	ojo	izquierdo.	Tinción	
HE. Grupo A. Nótese la debridación epitelial 
producida (asterisco) (x20).

	  

	  

Figura 18. Corte histológico ojo derecho. Tinción 
HE. Grupo B. Nótese la ausencia de núcleos en el 
estroma (asterisco)(x10).

Figura 19. Detalle de la pared corneal. Corte 
histológico ojo derecho. Tinción HE. Grupo B. 
Obsérvese	el	infiltrado	en	el	área	epitelial	(flecha)
(x10).

50 µm

*

*
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La membrana de Descemet no presenta altera-
ciones histológicas de interés.

En el estroma de las córneas se observa un 
aumento del grosor y una pérdida de células estro-
males, manteniéndose sólo la matriz. Esta pérdida 
ocupa la práctica totalidad del grosor de la córnea, 
apareciendo tan sólo una pequeña capa de células 
en la parte más cercana al endotelio. Este último no 
se encuentra afectado en ninguna de las muestras.

Los ojos izquierdos presentan un epitelio con un 
número de capas normal o ligeramente aumentado 
(Fig. 20). Las células que constituyen las capas 

más basales invaden ligeramente el estroma y 
presentan una vacuolización citoplasmática (Fig. 

21). Así mismo, se observa una recuperación de las 
células estromales, de manera que a lo largo de la 
córnea  se observan los núcleos de estas células con 
un grosor normal. Ni la membrana de Descemet 
ni el endotelio se ven afectados.

Sólo en un sujeto, el ojo izquierdo se aleja de 
esta imagen más cercana a la normalidad y pre-
senta un adelgazamiento y una pequeña ulceración 
del epitelio. Esta ulceración se acompaña de un 
infiltrado inflamatorio constituido principalmente 
por polimorfonucleares neutrófilos que aparecen 
en la parte más superficial pero que también se 
encuentran a lo largo del estroma corneal. Sin 
embargo, no se observa pérdida de las células 
estromales ni alteración en el endotelio.

Mediante la tinción específica de colágeno 
Rojo Sirio, en el ojo derecho la disminución del 
colágeno se evidencia como una disminución en la 

	  
Figura 20. Corte histológico ojo izquierdo. Tinción 
HE. Grupo B. (x10).

	  
Figura 21. Detalle de la pared corneal. Corte 
histológico ojo izquierdo. Tinción HE.Grupo B. 
Señalada la vacuolización citoplasmática de las 
capas	más	basales	del	epitelio	(flechas)(x20).

Figura	22.	Tinción	específica	Rojo	Sirio.	Ojo	
derecho. Grupo B. Presencia de espacios 
intercelulares (asteriscos) (x20).

Figura	23.	Tinción	específica	Rojo	Sirio.	Ojo	
izquierdo. Grupo B. Nótese la compacidad estromal 
(asterisco) (x20).

*

*

*

*
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intensidad de la tinción en el estroma (Fig. 22) y 
bajo la zona de inflamación así como los espacios 
intercelulares en el estroma corneal. En el ojo iz-
quierdo, sin embargo, no se observa ninguna zona 
de pérdida de colágeno ya que la tinción es intensa 
(Fig. 23). Se aprecia una mayor compacidad en 
el estroma corneal y casi inexistencia de espacios 
intercelulares.

Grupo C: 15 días

En los ojos derechos se observa una completa 
recuperación del epitelio corneal, así como una 
proliferación de la lámina cúbica. La estructura de 
laminillas estromales horizontales es la correcta 
aunque persisten los espacios intercelulares (en 
menor medida que en el grupo 3 días) (Fig. 24).

Figura 24. Corte histológico ojo derecho. Tinción HE. 
Grupo C. Nótese la proliferación de la lámina cúbica 
(flecha)	y	los	espacios	intercelulares	(asterisco)	(x10).

Figura 25. Corte histológico ojo izquierdo. Tinción HE. 
Grupo C. (x10).

100 µm

100 µm

En los ojos izquierdos se observa una completa 
recuperación del epitelio, con presencia de células 
cúbicas. El estroma corneal se aprecia más com-
pacto que en el ojo derecho, con escasos espacios 
intercelulares (Fig. 25).

No se aprecia alteración de la membrana de 
Descemet y del endotelio en ninguno de los cortes 
procesados.

Grupo D: 1 mes

En los ojos derechos aumenta la proliferación 
de células cúbicas en el epitelio, alcanzando 4 ó 5 
capas aproximadamente. Esta proliferación se da 
sobre todo en las zonas centrales de la córnea, en 
la periferia no se aprecia. Se aprecia una membrana 

Figura 26. Corte histológico ojo derecho. Tinción 
HE. Grupo D. Nótese la proliferación de la lámina 
cúbica	(flechas)	y	la	mayor	orientación	paralela	de	
las láminas de colágeno (asterisco) (x10).

Figura	27.	Corte	histológico	ojo	izquierdo.	Tinción	
HE. Grupo D. (x10).

100 µm

150 µm

* *
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limitante de las células cúbicas más engrosada de 
lo normal (Fig. 26).

En las muestras de los ojos izquierdos se ob-
serva la proliferación de las células cúbicas del 
epitelio y una correcta organización arquitectónica 
del estroma corneal con presencia de espacios in-
tercelulares en zonas aleatorias. Se diferencia muy 
fácilmente la membrana limitante de las células 
cúbicas al poseer mayor tinción (Fig.	27).

Grupo E: 3 meses

En los ojos derechos se mantienen las 4 ó 5 
capas de células cúbicas en el epitelio. Se aprecia 

el epitelio más maduro con menor proliferación 
de la capa basal. La membrana interna está más 
engrosada. Las fibras de colágeno se aprecian 
separadas con espacios intercelulares (Fig. 28).

En las muestras de los ojos izquierdos se ob-
serva la proliferación de las células cúbicas del 
epitelio y una correcta organización arquitectónica 
del estroma corneal con presencia de espacios in-
tercelulares en zonas aleatorias. Se diferencia muy 
fácilmente la membrana limitante de las células 
cúbicas al poseer mayor tinción (Fig. 29).

Grupo F: 6 meses

Todas las muestras de ambos ojos manifiestan 
una arquitectura corneal normal (Figs. 30 y 31). El 

Figura 28. Corte histológico ojo derecho. Tinción 
HE. Grupo E. Nótese la mayor orientación paralela 
de las láminas de colágeno (x10).

Figura 29. Corte histológico ojo izquierdo. Tinción 
HE. Grupo E. (x10). No se observan alteraciones.

100 µm

100 µm

Figura 30. Corte histológico ojo derecho. Tinción 
HE. Grupo F. (x10). No se observan alteraciones.

Figura 31. Corte histológico ojo izquierdo. Tinción 
HE. Grupo F. (x10). No se observan alteraciones.

100 µm

150 µm

*
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Figura 32. Corte histológico ojo derecho. 
Tinción HE. Grupo G. (x20). No se observan 
alteraciones.

Figura 33. Corte histológico ojo izquierdo. Tinción 
HE. Grupo G. (x20). No se observan alteraciones.

100 µm

100 µm

epitelio está correctamente desarrollado y madu-
ro, el estroma corneal mantiene las laminillas de 
colágeno horizontales sin apenas espacios inter-
celulares. Asímismo, la membrana de Descemet y 
el endotelio se muestran en perfectas condiciones.

Grupo G: 18 meses

Al igual que en el caso anterior, todas las mues-
tras manifiestan una arquitectura corneal normal a 
todos los niveles (epitelio y estroma) (Figs. 32 y 
33). De igual forma el endotelio y la membrana de 

Descemet no muestran ninguna alteración.

Los análisis histológicos confirman la locali-
zación anterior del tratamiento crosslinking en el 
estoma. Se observa una pronta repoblación de los 
queratocitos y una completa regeneración epitelial 
a los 15 días, con permanencia de la proliferación 
de la lámina cúbica. Cabe destacar que al mes 
de la aplicación del tratamiento crosslinking ya 
empiezan a reorientarse las lamelas de colágeno 
en el estroma.
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V. Discusión

La finalidad del presente trabajo es la de instau-
rar una base experimental para la realización de los 
estudios clínicos. En la actualidad, la mayor parte 
de los estudios realizados con humanos no tienen 
un apoyo firme en resultados experimentales. Es 
la primera vez que se describe un estudio a largo 
plazo en la córnea de animal vivo y, las medidas 
queratométricas obtenidas a lo largo del estudio, 
los cambios realizados en las topografías corneales 
así como el análisis de las muestras histológicas 
conlleva una información que hasta ahora era 
desconocida dado que los estudios experimentales 
se realizaban in vitro o in vivo de corta duración. 
Por otra parte cabe destacar la importancia de la 
escasa tasa de complicaciones obtenidas (2,86% 
del total de animales) de cara a su extrapolación en 
humanos y la pronta recuperación de la población 
de queratocitos.

Las ectasias corneales representan un grupo de 
desórdenes caracterizado por una debilidad intrín-
seca de la córnea y una estabilidad que conduce a 
una protrusión, astigmatismo, pérdida de agudeza 
visual e incluso potencialmente una perforación22.

Durante la última década el estudio sobre las 
ectasias corneales ha sufrido un incremento expo-
nencial debido al gran aumento en el número de 
operaciones de corrección de errores refractivos, 
tales como la miopía. La ectasia corneal posterior 
a una cirugía refractiva apenas se consideraba 
inusual y actualmente es la complicación más 
frecuente de este tipo de cirugías48, 51.

De este tipo de alteraciones corneales, el que-
ratocono es el primer representante afectando a 
uno de cada 2000 habitantes22. El queratocono es 
un desorden no inflamatorio, usualmente bilateral, 
que se manifiesta como una inestabilidad corneal 
progresiva caracterizada por un adelgazamiento 
anormal y una elevación de la córnea20, 22, 23. La 
aparición de una curvatura anormal de la córnea 

produce un cambio en su poder refractivo, que 
resulta en un astigmatismo irregular y una miopía 
que conllevan a una disminución en la calidad de 
la visión.

Hasta la fecha, las causas responsables del desa-
rrollo del queratocono permanecen sin definir. Lo 
más común es que se presenta como un desorden 
esporádico, en el cual una minoría de pacientes (6-
15%) refieren un historial familiar con transmisión 
autosómica dominante o recesiva.

A nivel histopatológico y bioquímico, las 
córneas queratocónicas se caracterizan por un 
incremento en los niveles de proteasas y otras 
enzimas catabólicas, disminución de los niveles 
de inhibidores de las metaloproteinasas, un incre-
mento de la actividad colagenolítica, muerte por 
apoptosis de los queratocitos y cambios bruscos 
en la orientación y distribución del colágeno256.

Los tratamientos aplicados son de dirección 
conservativa y que tienen como objetivo mantener 
la agudeza visual, tales como la ortoqueratología. 
Alternativamente se han ido desarrollando mé-
todos más invasivos como son la aplicación de 
implantes corneales intraestromales115, querato-
plastias lamelares anteriores y queratoplastias 
penetrantes en casos extremos.Todas estas alter-
nativas van dirigidas a tratar las consecuencias de 
la enfermedad246 pero no a tratar la alteración del 
colágeno que desencadena esa inestabilidad cor-
neal20, 22, y ninguna de ellas detiene la progresión 
de la enfermedad246.

El crosslinking del colágeno es un nuevo en-
foque para el tratamiento de estas alteraciones 
corneales. Por medio del uso de la radiación ultra-
violeta A y un fotomediador (riboflavina, vit. B2), 
se inducen nuevos enlaces covalentes entre las 
fibras de colágeno que conllevan un incremento 
de la rigidez del estroma corneal125. La inducción 
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de enlaces entre las fibras de colágeno adyacentes 
se consigue mediante la fotosensibilización de 
la riboflavina a través de la radiación de la luz 
ultravioleta A. La riboflavina se excita generando 
especies reactivas de oxígeno que son las que 
inducen esos nuevos puentes covalentes entre los 
grupos amino de las fibras de colágeno134.

La eficacia y seguridad de este nuevo método 
mínimamente invasivo para corregir la ectasia 
corneal ha sido el centro de recientes estudios. 
Muchos trabajos se han basado en pacientes con 
queratocono mientras que los casos más recientes 
se han dirigido a las ectasias postquirúrgicas como 
consecuencia de la cirugía LASIK35.

En la esperanza de detener la progresión de 
las ectasias corneales y de lograr una posible co-
rrección del deterioro refractivo y de la alteración 
de la estabilidad corneal, se están desarrollando 
una gran cantidad de estudios en humanos y en 
modelos animales que van dirigidos a evaluar el 
tratamiento crosslinking como posible abordaje 
de la causa subyacente de la ectasia corneal incre-
mentando la rigidez del estroma corneal.

En los trabajos desarrollados en modelo animal 
encontramos la utilización de la especie porcina 
(estudios in vitro con ojos enucleados)126, 142, 146, 

147, 152, 257, 258 y la especie cunícula150, 151, 153, 157, 167, 170. 
Ambas especies son las seleccionadas para los 
estudios oftalmológicos dada su semejanza con la 
especie humana. A tenor de nuestra experiencia en 
estudios previos con la especie porcina129, y tras 
evaluar las similitudes de la córnea del conejo con 
la córnea de la especie humana17, decidimos esco-
ger la especie cunícula en el presente trabajo para 
evaluar la efectividad de la técnica crosslinking in 
vivo en córnea sana. En este sentido coincidimos 
con los estudios realizados por Wollensak et al al 
considerar idónea esta especie para las pruebas 
básicas de profundidad del tratamiento así como su 
efecto en el estroma corneal157. Cabe destacar que 
el valor del espesor corneal es importante señalarlo 
ya que es uno de los indicadores de riesgo para la 
producción de una ectasia corneal211.

El grosor epitelial en la córnea de conejo es de 
aproximadamente 50-70µm, siendo muy similar al 
epitelio corneal de la especie humana. Las únicas 
diferencias que nos encontramos frente a la córnea 
humana son la ausencia de membrana de Bowman 
y la presencia de vasos superficiales en el estroma 
anterior en el limbo corneal de forma fisiológica160. 
La membrana de Bowman en la especie humana 
oscila entre 8-14 µm de espesor y, por los estu-
dios recogidos en la bibliografía así como por los 
resultados del presente estudio, no consideramos 
que haya sido un factor limitante en el avance y 
extensión del tratamiento crosslinking a lo largo 
del estroma corneal.

A mediados del año pasado se descubrió la capa 
Dua, una capa predescemética, acelular y con un 
espesor de 10,15±3,6 µm15. En la actualidad, no se 
encuentran estudios que certifiquen su ausencia o 
presencia en la córnea de la especie cunícula. No 
obstante, al ser de localización predescemética 
no intervendría en el estudio dada la localización 
anterior de los efectos producidos.

Una de las limitaciones principales de este tra-
bajo es el  modelo empleado. Los sujetos utilizados 
carecen de las condiciones patológicas propias de 
una ectasia corneal. En la bibliografía consultada 
no hemos encontrado un modelo de ectasia corneal 
experimental dado que es una alteración imprevisi-
ble en origen, desarrollo y consecuencias, así que 
se considera un modelo difícilmente reproducible.

Realizamos el protocolo estándar de trata-
miento crosslinking de acuerdo con Wollensak et 
al125, 126, 138 dado que en la mayoría de los estudios 
consultados utilizan dicho protocolo y los trabajos 
sobre la no desepitelización corneal o los cambios 
en tiempo e intensidad de radiación no ofrecen 
todavía resultados fiables y reproducibles176, 180, 

181, 186, 188-191, 193, 259, aunque se haya planteado la 
probabilidad de reducción de las complicaciones 
postoperatorias182. Es por esto por lo que pensamos 
que para evaluar la efectividad y eficacia de la téc-
nica, como es nuestro caso, creemos esencial basar 
nuestro estudio en una técnica completamente es-
tandarizada como es el protocolo que se desarrolló 
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en la Universidad de Dresden125, 126, 138, hasta que 
se realicen más trabajos sobre la seguridad y la 
efectividad del método transepitelial.

Consideramos la especie cunícula idónea por 
su fácil manejo y por su forma de estabulación 
aislada en jaulas con bandejas independientes 
del lecho de virutas de madera. Además es una 
especie que tolera bien la sedación ligera con una 
fácil recuperación así como de esperanza de vida 
acorde con nuestros estudios sin un incremento 
de peso considerable. En nuestros estudios ante-
riores con la especie porcina129, apreciamos más 
limitaciones con el manejo y el comportamiento 
animal. Consideramos que la estabulación de los 
animales, así como el adecuado manejo de los mis-
mos, han contribuido a que no se presenten casos 
de contaminación incluso en los primeros días con 
la debridación epitelial realizada. En la literatura 
encontramos diferentes casos de complicaciones 
tras la aplicación del tratamiento riboflavina/luz 
UVA que normalmente consisten en aparición de 
queratitis lamelares difusas, queratitis herpéticas, 
endotelitis, infiltrados estromales, visión borrosa 
y fotofobia200-202, 205, 206. Estas complicaciones se-
cundarias pueden ser explicadas por otros agentes 
microbianos concomitantes en la superficie ocular 
e infección intraoperatoria o postoperatoria tem-
prana.

La debridación puede producir dolor severo y 
disminución de la visión en los primeros días por 
lo que para reducir el malestar (RD 53/2013 de 1 
de febrero de 2013, B.O.E. nº34 del 8 de febrero) y 
reducir las posibles complicaciones por infección, 
encontramos el crosslinking transepitelial más 
adecuado dado que no hay que realizar la debri-
dación previa186-189. La utilización de sustancias 
como el cloruro de benzalconio, cloruro sódico o 
sistemas mecánicos (esponja como depósito en el 
saco conjuntival) para incrementar el tiempo de 
contacto de la solución de riboflavina pueden ser 
valorados183-185.

La última tendencia de las investigaciones se di-
rige a la creación de bolsillos intraestromales me-
diante la utilización del láser femtosegundo198, 199 

para la administración intraestromal de la solución 
de riboflavina, aunque creemos que esta modalidad 
también puede resultar dolorosa para nuestros 
sujetos, dada la presencia de los nervios en el 
estroma corneal, además de aumentar el coste de 
las investigaciones por el uso del femtosegundo.

Dadas las limitaciones en el efecto biomecánico 
de la modalidad transepitelial podría ser una buena 
línea de trabajo experimental para conseguir una 
mayor penetración de la riboflavina y homogenei-
dad en la misma, que parecen ser los factores cla-
ves para esa reducción del efecto biomecánico con 
respecto al tratamiento crosslinking estándar185.

En la bibliografía consultada encontramos dife-
rentes estudios que señalan la aparición de un haze 
como una de las complicaciones más frecuentes de 
la aplicación del tratamiento crosslinking207, 209-211, 

213. Los trabajos estudiados refieren que la apari-
ción del haze suele darse entre el primer y segundo 
mes post-crosslinking. En el trabajo de Koller et 
al, encontramos que al mes de la aplicación del 
crosslinking en los 117 ojos tratados se detecta un 
haze en el estroma anterior que va disminuyendo 
en grado hasta los 12 meses post-crosslinking211. 
Confirmando el estándar de aparición del haze, 
señalamos el estudio en 40 ojos de 39 pacientes de 
Mazzotta et al, en el que, por medio de la micros-
copía confocal, señala el hallazgo de haze que no 
afecta a la visión (a una profundidad de 170-200 
µm) en dos pacientes a partir del segundo mes 
resistente a tratamientos por corticoides207.

Centrándonos en los estudios realizados en 
animales en los que se haya dado este tipo de 
complicación, encontramos que el grupo de trabajo 
de la universidad de Dresden refiere en un estudio 
de 8 conejos de raza Chinchilla la aparición de un 
edema corneal con haze presente hasta los 7 días 
de realizado el tratamiento crosslinking y que 
posteriormente se aclara sin tratamiento157. Wo-
llensak et al describen un marcado edema corneal 
acompañado de una reacción inflamatoria suave 
con presencia de macrófagos aislados, linfocitos 
y neutrófilos157.
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En este sentido, y a diferencia de los trabajos 
anteriormente citados, es importante destacar que 
en el presente trabajo sólo se aprecia la aparición 
de edema corneal en uno de los individuos del 
grupo B (seguimiento 3 días postoperatorio). En el 
estudio histológico de dicho sujeto se puede apre-
ciar la presencia de neutrófilos polimorfonucleares 
más concentrados en la parte anterior del estroma 
y de forma aislada a lo largo del resto del estroma, 
tal y como describen Koller et al en su estudio 
prospectivo sobre complicaciones del tratamiento 
crosslinking en 117 ojos de la especie humana211. 
Tras evaluar las características de la aparición de 
haze que los autores hacen en sus estudios157, 207, 

209-211, creemos que este individuo tuvo un edema 
corneal con presencia de haze y un leve infiltrado 
inflamatorio. 

Actualmente se desconoce la causa de esta 
complicación del tratamiento crosslinking. Ma-
zzotta et al ya plantearon la comparación en la 
especie humana de datos por microscopía confocal 
pre- y postoperatorios para intentar encontrar una 
causa morfológica como factor predictivo de esta 
reacción estromal y si este tipo de complicación 
se puede considerar un hallazgo normal dada su 
frecuencia de aparición207. De la misma manera, 
Raiskup et al, tras obtener en su estudio un 8,6% de 
ojos que desarrollan un haze permanente (14 ojos 
de un total de 149 córneas de la especie humana), 
encuentran una diferencia en el espesor corneal 
y en los valores queratométricos obtenidos en el 
preoperatorio del grupo que desarrolla haze frente 
al grupo que mantiene la córnea clara210. En el 
grupo haze el espesor corneal es significativamente 
menor y los valores queratométricos preoperato-
rios son mayores que en el otro grupo, indicando 
estos dos factores como posibles factores predic-
tivos del haze estromal210.

Dado que no hay más estudios al respecto en 
este sentido, basándonos en estos posibles factores 
predictivos y analizando en detalle los valores 
queratométricos preoperatorios de nuestro sujeto 
ejemplo, no detectamos una diferencia significa-
tiva en los valores k, luego no podemos asociar 
la presencia de haze con este factor. Si bien es 
cierto que en el presente estudio no se han tomado 

medidas de paquimetría para evaluar el espesor 
corneal y no podemos determinar ese otro factor 
predictivo.

En nuestro anterior estudio en especie porcina 
sobre la combinación de anillos intracorneales 
y tratamiento crosslinking129, no detectamos en 
ningún individuo este tipo de complicación del 
tratamiento crosslinking. Al igual que Wollensak 
et al157, consideramos insuficientes los casos detec-
tados en la especie cunícula como para establecer 
factores predictivos de un desarrollo posterior de 
haze estromal. En este sentido, y dada la escasa 
bibliografía publicada, no podemos concretar si 
el desarrollo de esta complicación viene asociado 
por las características morfológicas de la córnea 
del individuo o tiene algún otro factor asociado.

En el resto de individuos del estudio no se de-
tecta esta complicación ni ninguna de las otras des-
critas en la especie humana tales como queratitis 
herpética, queratitis difusa lamelar, cicatrización 
anómala en el estroma corneal y melting200-202, 211, 

213, 215 en los diferentes tiempos de seguimiento. 
De igual forma, señalamos que mediante tinción 
por fluoresceína el epitelio corneal de todos los 
individuos logra el cierre completo sin signos de 
úlcera o alteración a los dos días de la aplicación 
del tratamiento crosslinking, exceptuando al in-
dividuo que ha presentado la complicación y que 
hemos citado anteriormente.

El tiempo de cierre del epitelio presenta la 
misma duración que los estudios en animales reali-
zados por Wollensak et al151, 157, 170, confirmando de 
esta forma la evolución natural de la cicatrización 
corneal en nuestros individuos.

En referencia al grupo B (seguimiento 3 días), 
en el cual se detecta el individuo con la complica-
ción ya citada, cabe señalar que, aún siguiendo las 
mismas pautas que el resto de individuos de ese 
grupo, manifiesta ese retraso en la cicatrización 
epitelial. Durante el seguimiento se observa la 
misma evolución por topografía y queratometría 
que el resto del grupo así como un aplanamiento 
corneal, sin que la presencia del haze y edema 
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corneal altere la curvatura. De igual forma este in-
dividuo muestra resultados positivos a las pruebas 
realizadas de visión. Teniendo en cuenta además 
que todos los individuos integrantes de cada grupo 
pertenecen a la misma camada, consideramos una 
de las posibilidades de la aparición de esta reacción 
de edema corneal así como el retraso en la cica-
trización puede deberse a una reacción de hiper-
sensibilidad de tipo individual que pudo haberse 
estudiado realizando las pruebas correspondientes.

En la bibliografía consultada, hallamos diversos 
estudios centrados en estudiar la profundidad que 
alcanza el tratamiento crosslinking en el estroma 
corneal para evaluar su seguridad con respecto a 
las otras estructuras corneales tales como mem-
brana de Descemet y endotelio corneal.

En este sentido, Seiler et al fueron los pioneros 
en señalar la profundidad que alcanzaba el trata-
miento crosslinking mediante el uso de la lámpara 
de hendidura144. Según sus estudios, describen la 
aparición de una línea de demarcación a unos 300 
µm de profundidad en el estroma de córneas que-
ratocónicas que se hace visible a las dos semanas 
de la aplicación del tratamiento144. Esta línea de 
demarcación en la especie humana se ha ido confir-
mando posteriormente en diferentes estudios123, 145.

En el presente estudio, y a través del estudio 
histológico de las muestras corneales de los ojos 
tratados, hallamos una línea de demarcación clara 
del tratamiento que alcanza una profundidad de 
250 +/- 20 µm en el postoperatorio y a los 3 días, 
dejando de ser visible en el grupo de estudio de 
15 días. El uso de los parámetros establecidos por 
el equipo de investigadores de la Universidad de 
Dresden125, 126, 138, en cuanto a la concentración de 
riboflavina utilizada y la intensidad de la radiación 
de luz ultravioleta tipo A emitida, ha establecido 
una profundidad del tratamiento de 300 µm indi-
cando como factor de riesgo para otras estructuras 
corneales, y por tanto, factor limitante para la 
aplicación del tratamiento un espesor corneal mí-
nimo de 400 µm (la media del espesor corneal en 
la especie humana es de 500-550 µm)4, 5. En este 
estudio no se han realizado medidas del espesor 

corneal mediante paquimetría, no obstante la me-
dia del espesor corneal es de 450-550 µm en la 
especie cunícula3, por lo que podemos decir que 
durante la aplicación del tratamiento crosslinking 
hemos alcanzado una profundidad aproximada del 
50% en el estroma corneal (frente al 60% que se 
alcanza en la especie humana144, manteniendo de 
esta forma intactos la membrana de Descemet y 
el endotelio corneal.

Un método válido en la actualidad para valorar 
la profundidad del efecto es la tomografía de co-
herencia óptica. En su estudio, Kanellopoulos et 
al, evalúan mediante la utilización de la OCT la 
extensión vertical hasta la línea de demarcación 
visible que marca la transición entre estroma 
anterior corneal y posterior no tratado, es decir 
la profundidad del tratamiento148. En su muestra 
de 94 ojos de la especie humana, con un espesor 
corneal total de 432µm, el efecto del tratamiento 
riboflavina/luz UVA alcanza una extensión de 
305,6 µm, lo que corresponde con un 70,98%148. La 
variabilidad de extensión con respecto a nuestros 
resultados (aproximadamente el 50% de espesor) 
se explica por la diferencia del espesor corneal 
en las diferentes especies, que es de 50-100 µm.

A raiz de nuestros resultados, confirmamos el 
mayor efecto del tratamiento crosslinking en la 
parte anterior de la córnea, apoyando con estos 
datos la teoría de la dependencia del efecto del tra-
tamiento en función de la profundidad estromal126, 

138, 144, 146. En la misma dirección hallamos los estu-
dios experimentales de Kohlhaas143 sobre córneas 
porcinas, en los que detalla una profundidad del 
tratamiento crosslinking de 200 µm. Esta menor 
profundidad del tratamiento viene determinada por 
el mayor grosor del estroma corneal en la especie 
porcina126 (850 µm).

Las muestras corneales de los ojos tratados 
muestran ausencia de queratocitos en el estroma 
anterior en los dos primeros grupos (postoperatorio 
y a los 3 días de aplicado el tratamiento). Esta falta 
de núcleos en el estroma anterior nos señala que el 
tratamiento crosslinking, a lo largo de su alcance 
en el estroma anterior, genera una apoptosis de los 



70 Discusión

queratocitos, cambio que también encontramos 
publicado por Wollensak et al en sus estudios de 
citotoxicidad sobre diferentes rangos de intensidad 
de radiación en conejos de raza Neozelandesa150. 
En dicho estudio, detallan la relación dosis/depen-
diente que tiene la radiación ultravioleta tipo A en 
el daño a los queratocitos.

En un estudio del año 2006, mediante microsco-
pia confocal en córneas de la especie humana, Ca-
porossi et al145 evidencian un inicio de repoblación 
de queratocitos en el estroma al mes de la aplica-
ción del tratamiento crosslinking que se completa 
a los 6 meses, al igual que sucede en el estudio 
de Mencucci et al en el año 2010172. En nuestras 
muestras, se empieza a detectar la aparición de los 
núcleos de los queratocitos a partir de los 15 días, 
aumentando la repoblación de estas células en el 
grupo de 1 mes y estando bastante consolidada 
en el grupo de 3 meses. En este sentido, podemos 
considerar que la precocidad de nuestros resultados 
se debe a la mayor capacidad de regeneración del 
estroma corneal de la especie cunícula frente a la 
capacidad de la especie humana.

Consideramos que, en la actualidad, el méto-
do de elección para las medidas de la curvatura 
corneal es la queratometría, sin embargo y dada 
nuestra experiencia previa129, consideramos que 
presenta determinadas limitaciones. En las córneas 
muy irregulares, durante la toma de medidas posto-
peratorias, las miras obtenidas pueden estar muy 
distorsionadas complicando la toma de datos. Por 
otro lado, sólo tenemos información de los cuatro 
puntos centrales de la córnea, sin tener información 
del resto de la superficie corneal.

Para superar estos límites es de destacar la 
aportación de la topografía corneal que propor-
ciona una información cualitativa y de utilidad en 
córneas irregulares.

En la bibliografía consultada, los métodos de 
evaluación de la superficie corneal, en la especie 
humana comportan en su mayoría el uso de to-
pografías corneales y obtención de valores k por 
queratometría, microscopía confocal, lámpara de 

hendidura, paquimetría corneal e incluso tomo-
grafía de coherencia óptica148, 169, 171, 181, 194, 200, 211, 

219, 228, 232, 242, 260.

No encontramos estudios en especie cunícula 
en los que se realice un seguimiento del radio de 
la superficie anterior de la córnea para evaluar 
la curvatura. En los trabajos experimentales so-
bre la utilidad del tratamiento crosslinking en 
otras alteraciones diferentes a la ectasia corneal, 
realizados en el animal in vivo, observamos que 
la mayor parte de los seguimientos consisten en 
una evaluación limitada al uso de la lámpara de 
hendidura244. En los trabajos experimentales del 
equipo de la Universidad de Dresden, sobre las 
consecuencias del tratamiento, incluyen también 
el uso de la paquimetría corneal para buscar una 
relación entre el espesor corneal y el efecto pro-
ducido por la aplicación del tratamiento, si bien 
cabe señalar que estos estudios se realizan en ojos 
enucleados de la especie porcina126.

En lo referente a la utilización de la quera-
tometría, obtenemos unos valores k en los ojos 
tratados frente a los valores k obtenidos en el 
preoperatorio que tienen significación estadística 
al mes de la aplicación del tratamiento, indicando 
un mayor aplanamiento corneal respecto al valor 
preoperatorio en los ojos tratados. A partir de este 
tiempo y hasta el final del estudio (18 meses), no 
se produce variación significativa en los radios de 
la superficie anterior de la córnea. No obstante, 
cabe señalar que en todos los grupos de estudio 
la media del radio obtenido al final del estudio 
es superior a la media del radio preoperatorio, a 
excepción del grupo postoperatorio. Entendemos 
que en este último grupo la toma de medidas por 
queratometría no es del todo fiable, al igual que 
la topografía corneal, dado que al no haber un 
epitelio regular debido a la debridación superficial 
realizada las medidas obtenidas pueden estar muy 
distorsionadas.

No disponemos de estudios para contrastar los 
resultados en especie cunícula en los que se realice 
un seguimiento del radio de la superficie anterior 
de la córnea para evaluar la curvatura, dado que 
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los trabajos realizados en animal in vivo están 
centrados en características específicas del trata-
miento crosslinking tales como la modificación en 
el diámetro de las fibras de colágeno, la variación 
en la resistencia corneal o la modificación en el 
comportamiento biomecánico de la córnea126, 146, 170, 
y no en un seguimiento del efecto a largo plazo. 
Los estudios que encontramos realizados en la 
especie humana están basados en córneas patoló-
gicas, bien por aparición de queratocono138, 171, 181, 

219, 260 o, lo que es más frecuente en la actualidad, 
por ectasia corneal producida por una cirugía de 
LASIK previa203, 232. En función de los resultados 
que hemos obtenido y ante la ausencia de docu-
mentación al respecto, consideramos importante 
este estudio dado que establecemos un seguimiento 
de los efectos del tratamiento crosslinking a nivel 
de curvatura corneal a diferentes tiempos, con sus 
diferentes oscilaciones en los valores k y la evolu-
ción corneal de forma cualitativa por topografía. 
De igual forma, la realización de mapas axiales 
diferenciales nos permite realizar la observación 
y el análisis del ojo tratado respecto al preopera-
torio. Consideramos que estos datos pueden ser 
de utilidad para posteriores estudios en animal in 
vivo, como base descriptiva de las consecuencias 
de la utilización del tratamiento crosslinking, 
siempre teniendo presente que se ha realizado en 
córneas sanas.

En este sentido destacamos que las topogra-
fías obtenidas en los estudios postoperatorios, en 
función de los tiempos definidos, evidencian un 
aplanamiento de la superficie corneal mayor que 
el basal del preoperatorio, a excepción del grupo 
postoperatorio inmediato (grupo A) que ya se ha 
explicado anteriormente.

En función de los resultados topográficos, los 
estudios en la especie humana podemos dividirlos 
en dos grandes subgrupos en función del estado 
previo de la córnea: ectasia por queratocono o 
ectasia post-LASIK.

En los resultados obtenidos por examen topo-
gráfico en córneas queratocónicas, realizados por 
Vinciguerra et al, encontramos un aplanamiento 

de la curvatura corneal respecto al preoperatorio a 
los 6 meses de aplicado el crosslinking, que sigue 
siendo mayor y más evidente a los 12 meses260. 
Al igual que estos autores, encontramos otros 
grupos que documentan de la misma manera un 
incremento en los valores del radio de la superficie 
anterior de la córnea normalmente a partir de los 
3-6 meses y por tanto un mayor aplanamiento de la 
superficie corneal209, 219. Estos estudios demuestran 
que el tratamiento no sólo es capaz de frenar el 
avance del queratocono sino que produce incluso 
una regresión corneal del mismo. Coincidiendo 
con estos autores y en función de nuestros resulta-
dos, consideramos que el tratamiento crosslinking 
produce un aplanamiento de la curvatura corneal 
respecto al valor preoperatorio, si bien es cierto que 
no podemos valorar la regresión o no, que puede 
producir en una córnea patológica, dado que no es 
nuestro caso de estudio al utilizar animales sanos.

El otro subgrupo en el que podemos evaluar la 
utilidad del tratamiento crosslinking es la ectasia 
post-Lasik. Hafezi et al, en el año 2007, en los 
resultados topográficos de su estudio en ectasias 
post-Lasik, señalan un claro aplanamiento de la 
superficie corneal a los 25 meses de aplicado el 
tratamiento crosslinking, confirmando de esta 
forma la capacidad de este tratamiento para frenar 
el avance de la queratectasia232. Al igual que en el 
caso anterior, este tipo de estudios en la especie hu-
mana y nuestros valores, a pesar de ser obtenidos 
a partir de córneas sanas, nos llevan a sumarnos 
a la teoría del efecto aplanador del tratamiento 
crosslinking a nivel del estroma corneal.

Consideramos que hay muchas lagunas en los 
efectos del tratamiento crosslinking a largo plazo 
en el estroma corneal. En este sentido, nuestros 
resultados a los 18 meses nos indican que se 
mantiene un mayor aplanamiento que el valor 
preoperatorio (si bien es cierto que no es una di-
ferencia significativa) y no tiene consecuencias a 
nivel histológico ni alteraciones de la cicatrización, 
manteniendo el estroma corneal su correcta arqui-
tectura. En la bibliografía consultada encontramos 
un estudio retrospectivo de una duración de 4 años 
realizado por el equipo de investigadores de la 
Universidad de Siena en 44 ojos queratocónicos 
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de la especie humana171. Las medidas en los valo-
res queratométricos y las mejoras topográficas en 
estos sujetos, se inician a partir del tercer mes post 
tratamiento crosslinking y alcanzan una estabilidad 
fiable a los 24 meses en todos los casos. Dicha 
estabilidad se confirma a los 4 años, sin progre-
sión del queratocono. A pesar de ser escasos los 
estudios realizados en este sentido, con nuestros 
resultados a largo plazo creemos que el tratamiento 
crosslinking mantiene la curvatura de la superficie 
corneal respecto a los valores iniciales y creemos 
puede convertirse en una técnica de primera elec-
ción debido al mantenimiento prolongado en el 
tiempo de su efecto aplanador.

Hasta la fecha no hemos encontrado estudios 
experimentales en modelo animal con evaluación 
histológica en el postoperatorio inmediato. El 
estudio experimental que más temprano realiza la 
evaluación por histología es el realizado por Wo-
llensak et al, con muestras del tercer día postope-
ratorio157. En dicho trabajo describen un marcado 
edema estromal que produce un engrosamiento de 
la córnea tratada (850 +/- 66 µm) frente a un grosor 
de 332 +/- 43 µm de las córneas no tratadas157. 
En nuestro trabajo no hemos realizado estudios 
de paquimetría para poder evaluar cuantitativa-
mente las variaciones en grosor pero hallamos en 
las muestras histológicas leves signos de edema 
corneal en el postoperatorio que se hacen muy 
evidentes a los 3 días. La presencia de un infiltrado 
inflamatorio de tipo crónico basado en linfocitos en 
el área estromal más adyacente al área tratada, así 
como la aparición de espacios intercelulares y nos 
sirve como zona de marcación o delimitación del 
tratamiento que tiene una media de 250 +/- 20 µm 
de profundidad en los cinco individuos del estudio 
(grupo postoperatorio y grupo 3 días).

En la especie humana, Wollensak describe 
una histología de una muestra corneal de un ojo 
enucleado a las 24 horas de la aplicación del 
tratamiento crosslinking. Al igual que en nuestro 
estudio, este autor aprecia una pérdida completa 
de queratocitos de aproximadamente 250-280µm y 
una ausencia de epitelio en la zona central154. Este 
estudio histológico respalda nuestros resultados en 
cuanto a la profundidad del tratamiento y la seguri-

dad del endotelio, aunque consideramos necesario 
obtener estudios a largo plazo para comparar los 
resultados obtenidos.

En las muestras evaluadas se detecta la repo-
blación de queratocitos a partir del día 15, a dife-
rencia del estudio de Wollensak et al que detallan 
este hecho en el día 7 post-tratamiento157. No 
podemos concluir el momento exacto del inicio 
de la repoblación, en nuestro caso, ya que no dis-
ponemos de grupo de estudio a los 7 días y puede 
haberse iniciado la repoblación antes de los 15 
días. En lo que sí coincidimos con estos autores 
es en que la repoblación de este tipo celular en 
el estroma corneal es prácticamente completa al 
mes de aplicación del tratamiento. Nuestros estu-
dios continúan más en el tiempo y a los 3 meses 
este tipo celular ya está consolidado y muestra 
la arquitectura normal de una córnea sana. En 
las tinciones de hematoxilina-eosina, podemos 
apreciar una membrana basal fuerte y un epitelio 
conformado con sus capas correspondientes, pero 
no disponemos de información sobre la unión de 
los hemidesmosas para valorar la resistencia real 
de ese epitelio por la falta de estudios ultraestruc-
turales31 o confocales.

Los efectos que produce el tratamiento sobre las 
lamelas de colágeno pueden verse reflejados a los 
15 días de su aplicación. La disposición ondulada 
de las lamelas se va reorientando a su posición 
paralela normal, tal y como describen Akhtar et 
al a nivel estructural31, para alcanzar su correcta 
arquitectura entre los 3 y 6 meses. En su estudio, 
Ahktar et al nos muestran cómo a los 6 meses 
de la aplicación del tratamiento se aprecian los 
queratocitos del estroma anterior con un núcleo 
grande y el resto de orgánulos intracitoplasmáticos 
en perfecto estado31. No disponemos de estudios 
de microscopía electrónica pero creemos necesario 
realizar más trabajos en este sentido para poder 
valorar realmente la recuperación celular.

Nuestros resultados histológicos son similares a 
lo descrito por Mencucci et al que utilizaron la téc-
nica TUNEL para mostrar las células apoptósicas 
principalmente en la parte anterior del estroma172. 
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Según su estudio a los 6 meses se observa una total 
repoblación  de este tipo celular172.

En el presente estudio no hemos realizado 
contaje de células endoteliales por lo que no po-
demos aseverar la presencia de un endotelio y una 
membrana de Descemet intacta. Si bien es cierto, 
que consideramos que esta circunstancia es poco 
probable dado que la profundidad que alcanza 
el tratamiento crosslinking en nuestro caso es 
aproximadamente del 50% del espesor corneal, y 
consideramos difícil que la radiación haya podido 
producir daños en estas estructuras oculares.

A partir de los 3 meses de aplicación del trata-
miento y hasta el final de estudio (18 meses) descri-
bimos una córnea con una arquitectura correcta por 
lo que pensamos que la aplicación del tratamiento 
crosslinking no tiene consecuencias en el retraso 
de la cicatrización ni alteración en la transparencia 
corneal. No se registran estudios histológicos en 
este sentido y en la especie humana sólo se han 
detectado casos de cicatrización anómala en 4 ojos 
de un total de 117, que pueden ir asociados a la 
presencia previa de queratocono aunque no está 
clara su aparición202.

Nuestros estudios se han limitado a la micros-
copía óptica por tinción de hematoxilina eosina y 
Rojo Sirio y no hemos realizado estudios de mi-
croscopía eléctronica que puedan aportarnos datos 
sobre las variaciones en la cohesión interlamelar de 
las fibrillas de colágeno. En este sentido creemos 
necesario realizar trabajos experimentales in vivo 
del efecto a largo plazo del tratamiento crosslin-
king centrándonos en la estructura propia de las 
fibras de colágeno y sus uniones, ya que, al igual 
que otros autores, consideramos que es la base del 
efecto aplanador del tratamiento crosslinking125, 

146. Los estudios encontrados en esta dirección 
también son escasos, in vitro y no evalúan esas 
uniones intercelulares a largo plazo173.

Los estudios realizados en modelos animales y 
en pacientes humanos, indican que los resultados 
de este tratamiento producen un incremento en la 
rigidez corneal y una mejora en la agudeza visual. 

Con nuestros resultados previos129, en combinación 
con la inserción de anillos intracorneales, y los 
obtenidos en este estudio consideramos que el 
tratamiento crosslinking puede ser una técnica de 
elección para el tratamiento de ectasias corneales 
puesto que mantiene su efecto aplanador más allá 
de las técnicas habituales129. No obstante, consi-
deramos necesario la realización de más estudios 
para examinar los efectos del tratamiento en las 
fibras de colágeno así como otros aspectos de se-
guridad ocular como puede ser el posible daño a 
nivel endotelial y la citotoxicidad del tratamiento 
a nivel celular.

A pesar de las diferencias entre los ojos de la 
especie humana y la cunícula, nuestros estudios 
proporcionan importantes conocimientos respecto 
a estabilidad corneal a largo plazo que hasta ahora 
se desconocían a nivel experimental. Dados los 
escasos estudios, creemos que el uso clínico del 
tratamiento crosslinking se está aplicando sin de-
masiadas consideraciones en cuanto a consecuen-
cias a largo plazo. Nuestros resultados histológicos 
validan una estabilidad corneal sin modificaciones 
a partir de los 3 meses con una arquitectura de cór-
nea sana. De igual modo, aportamos información 
postoperatoria del efecto crosslinking que puede 
ser útil para combatir los efectos inmediatos del 
tratamiento como, dolor postoperatorio por la ne-
crosis subepitelial o el incremento de los espacios 
interfibrilares que pueden llevar a la producción 
de edema.

La tendencia a un incremento del radio de la 
superficie anterior de la córnea, que empieza a 
observarse a los 15 días de la aplicación del tra-
tamiento, muestra información sobre la rapidez 
de instauración del tratamiento crosslinking y lo 
convierte en una herramienta útil para la combi-
nación con otras técnicas, teniendo en cuenta los 
tiempos de aplicación.

Tras nuestra experiencia con esta innovadora 
modalidad de tratamiento de las ectasias corneales, 
consideramos que la combinación riboflavina/luz 
UVA es uno de los tratamientos más prometedores 
en el manejo de estos desórdenes dada su capaci-
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dad antiedematosa y antiproteolítica, favoreciendo 
la rigidez de las fibras de colágeno así como su 
capacidad de reorganización de la arquitectura 
corneal. Las técnicas usadas hasta la actualidad 
corrigen el error refractivo que produce la ectasia 
corneal pero no tratan la causa que la produce ni 
paran la progresión de la misma.

La asociación de este tratamiento con otras 
técnicas refractivas (implantación de anillos in-
tracorneales, LASIK, etc.) también está aportan-
do unos resultados para el paciente; en cuanto a 
mejoría de la agudeza visual así como estabilidad 
de la patología corneal. Nuestro actual trabajo 
combinándolo con la queratoplastia conductiva 
está proporcionando prometedores resultados 
preliminares en cuanto a la estabilidad corneal y 
queratometrías. En este estudio además realizamos 
estudios de paquimetría y microscopía electrónica 
para solventar las limitaciones que nos hemos ido 
encontrando en el presente trabajo.

Consideramos que el tratamiento crosslinking 
además aporta un beneficio social y económico. Es 
una técnica mínimamente invasiva con un mínimo 
estrés para el paciente y no necesita hospitaliza-
ción con la reducción de gastos sanitarios que eso 
conlleva. No obstante, pese a que son escasas las 
complicaciones registradas, y en nuestra experien-
cia la tasa de complicación asciende al 2,8%, con-
sideramos que no es una técnica exenta de riesgos 
dada la utilización de radiación ultravioleta. Por 
este motivo creemos necesarios más estudios en 
esta dirección así como análisis de la capacidad 
de mantener la estabilidad corneal a largo plazo.

Futuras líneas de trabajo

Creemos necesario la realización de estudios 
de microscopía electrónica para la valoración de 
los queratocitos y las uniones entre las lamelas de 
colágeno y los proteoglicanos a largo plazo para 
evaluar la estabilidad que conlleva este tratamien-
to a esos niveles. En la actualidad los estudios a 
nivel ultraestructural se reducen a un seguimiento 
a corto y medio plazo o están condicionados por 
la utilización de la riboflavina transepitelial186. La 

información que puede proporcionarnos sobre 
el área de proteoglicanos puede ser interesante 
dado que los estudios sugieren que el crosslinking 
también normaliza la síntesis de proteoglicanos y 
no sólo actúa sobre las lamelas de colágeno31. En 
este sentido, también consideramos interesante la 
valoración de los nervios presentes en el estroma 
corneal así como su regeneración para determinar 
el efecto del tratamiento en la sensibilidad corneal. 
Según Wasilewski et al, la recuperación de dicha 
sensibilidad se recupera a los 6 meses pero difiere 
de los valores preoperatorios162. De igual modo, se 
necesitan más estudios en córneas humanas para 
respaldar los estudios en modelo animal y con 
largos periodos de seguimientos. Además deben 
realizarse más trabajos en córneas queratocónicas 
ya que difieren biomecánicamente de las córneas 
sanas y se pueden obtener datos más reales de la 
enfermedad y su estabilización tras el tratamiento.

Una de las líneas de trabajo que consideramos 
más importante es la evaluación de la seguridad 
del tratamiento. Hasta la actualidad todos los estu-
dios han ido dirigidos a la valoración del resto de 
estructuras oculares tales como el cristalino o la 
retina. Wollensak et al, en el año 2011, ya descri-
bieron un estudio experimental donde relataron el 
efecto del crosslinking/UVA en el epitelio limbal 
y conjuntival160. El limbo corneal es una fuente 
rica en células madres  y debe evitarse la radiación 
accidentalmente. No obstante, en este estudio en-
contramos un reducido tamaño muestral (3 sujetos 
de estudio) y solamente 24 horas de seguimiento160. 
Se deben realizar más trabajos para la evaluación 
de efectos a largo plazo del tratamiento, efectos 
genotóxicos o mutagénicos así como el umbral 
de daño del epitelio. En la misma dirección, 
creemos necesario realizar estudios a largo plazo 
con contaje y seguimiento de células endoteliales 
para observar con más detalle la inocuidad de esta 
monocapa simple. En los últimos años se están 
registrando varios estudios de posible daño endo-
telial producido por el efecto crosslinking216-218, en 
los cuales podemos concretar la importancia de un 
contaje previo de las células endoteliales así como 
un espesor adecuado. A pesar de seguir todos los 
criterios que exige el tratamiento crosslinking 
pueden darse casos de descompensación endotelial 
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y queratitis que conllevan a una disminución de 
la agudeza visual.

Otra de las estrategias importantes a seguir, y 
en la que ya llevamos trabajando dos años, es la 
asociación de técnicas para lograr el efecto aditivo 
de las mismas y reducir las limitaciones de cada 
tratamiento. En nuestra experiencia previa pudi-
mos comprobar (aunque era un tamaño muestral 
reducido), que la aplicación de riboflavina/luz 

UVA aportaba un efecto aditivo aplanador al 
tratamiento temporal y con reversibilidad de la 
implantación de Intacs®. Actualmente estamos 
trabajando en estudio experimental utilizando la 
combinación de queratoplastia conductiva con 
el tratamiento crosslinking estándar. Hasta la ac-
tualidad los resultados obtenidos nos indican una 
ligera mejoría en el grupo tratado frente al grupo 
control, en cuanto a estabilización de la arquitec-
tura y espesor corneal.
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VI. Conclusiones

1.  La evaluación de los efectos a nivel topográfico han demostrado la efectividad del tratamiento 
crosslinking a corto, medio y largo plazo expresando un aplanamiento corneal de la superficie 
ocular estable en el tiempo.

2. Los efectos producidos la técnica de crosslinking a nivel histológico han demostrado que el tra-
tamiento crosslinking mantiene la arquitectura corneal normal sin alteraciones en la cicatrización.

3. La profundidad hasta la que se produce el efecto crosslinking demuestra la seguridad del trata-
miento y lo convierte en primera elección para el manejo de las ectasias corneales dentro de los 
criterios establecidos.
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VII. Resumen

Las ectasias son un grupo de trastornos de tipo no inflamatorio generalmente bilaterales, que 
comparten el adelgazamiento progresivo del espesor y la modificación de la curvatura corneal, dando 
lugar a una protrusión de la misma. Estos trastornos pueden desencadenarse de modo natural, por un 
traumatismo ocular o, lo que es más frecuente, como consecuencia de una cirugía refractiva.

Durante la última década el estudio sobre las ectasias corneales ha sufrido un incremento exponen-
cial debido al gran aumento de operaciones de corrección de errores refractivos, tales como la miopía. 
Todos los trabajos se han centrado en hallar el tratamiento ideal para este tipo de alteraciones ectásicas, 
pero la mayoría de las técnicas empleadas hasta la fecha son de resultado temporal, ya que no abordan 
el problema causante de la ectasia sino los síntomas que conlleva su aparición.

Recientemente se ha descrito un procedimiento para aumentar la rigidez corneal que parece no afectar 
a otras estructuras oculares, mediante la utilización de la riboflavina (vitamina B2) y luz ultravioleta 
tipo A (UVA): el tratamiento crosslinking. Esta técnica se centra directamente en incrementar la rigidez 
corneal y su resistencia a la ectasia basándose en la inducción de enlaces químicos covalentes uniendo 
grupos amino de las fibras de colágeno. Existen en la actualidad diversos estudios que han demostrado 
un aumento en el diámetro de las fibras de colágeno y su resistencia a la digestión por colagenasas, 
ratificando de esta forma la modificación en la rigidez corneal, producida por esta técnica.

Sin embargo, y a pesar de los resultados satisfactorios de estos estudios realizados por diferentes 
grupos que están trabajando en esta línea de investigación a nivel mundial, existen algunas lagunas e 
interrogantes que creemos necesario resolver sobre todo para conseguir una extrapolación al humano 
sin riesgo alguno. Uno de estos interrogantes que aún está por estudiar son los posibles efectos de esta 
técnica a largo plazo. Para justificar y dar respuesta a los objetivos planteados hemos realizado un trabajo 
experimental de 35 conejos machos de la raza Neozelandesa en los que se realiza un debridamiento 
superficial en ambos ojos. Posteriormente se aplica en uno de los ojos el tratamiento crosslinking y se 
dividen en 7 grupos aleatoriamente con distintos tiempos de evolución (corto, medio y largo plazo). 
Realizados los seguimientos mediante queratometrías y topografías corneales y, en función del tiempo 
asignado a cada grupo, se procede al estudio final y toma de muestras.

Los resultados obtenidos nos indican que la aplicación del tratamiento crosslinking es efectiva 
ya que se consigue un mayor aplanamiento en el radio de la superficie anterior de la córnea respecto 
al radio preoperatorio con significación estadística. Por otra parte observamos que a partir de los 3 
meses hasta el final de estudio (18 meses) no se produce una modificación significativa en los ojos 
tratados, si bien observamos un radio ligeramente mayor que el preoperatorio. De igual forma, los 
estudios histológicos nos muestran que la técnica crosslinking es segura dado que los ojos tratados 
recuperan su arquitectura normal a partir de los 3 meses, sin alteración en la cicatrización ni aparición 
de artefactos en el estroma.

A pesar de los resultados prometedores creemos necesario la realización de más estudios para evaluar 
la cicatrización corneal por microscopía electrónica, analizar la posible toxicidad de la luz ultravioleta 
en los queratocitos así como la respuesta inmune del organismo a la aplicación de este tratamiento.
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VIII. Summary

Corneal ectasia is a generally bilateral, non inflammatory disorder characterized by progressive 
corneal thinning with modification to the curvature that causes corneal protrusion. The process may 
develop spontaneously, secondary to eye trauma or, most commonly, after refractive surgery.

During the last decade, the study of corneal ectasia has increased exponentially due to the widespread 
use of surgical correction for refractive defects, such as myopia. All these studies focus on finding 
the optimal therapy for this process; but most techniques used to date offer at most temporary results, 
because they treat the symptoms, but not the underlying problem causing this disorder.

A new procedure to increase corneal stiffness without affecting other eye structures has been re-
cently described. It involves the use of riboflavin (vitamin B2) and ultraviolet light type A (UVA). This 
technique, known as crosslinking, increases corneal stiffness and resistance to ectasia development by 
inducing covalent chemical links between amino groups in the collagen fibers. Several current studies 
performed by different research groups worldwide have shown an increase in diameter of the collagen 
fibers, as well as increased resistance to collagenase digestion, thus demonstrating this technique to 
cause a change in corneal stiffness.

However, and despite the promising results yielded by theses studies, some questions and gaps in our 
understanding of the technique remain. These question should be addressed before safe extrapolation 
of the procedure to the human being can be attempted. Amon these, we have focused in determining 
long term effects of the technique. Towards this aim, 35 male New Zealand white rabbits were used 
in this study. All animals were subjected to a bilateral superficial debridement. Crosslinking technique 
was then applied in one eye, and animals were randomly divided into 7 groups, that were followed-up 
for different times. Once the follow up was completed (keratometry and topography), depending on 
the animal´s study group, final study and sample harvesting were performed.

The results indicate that application of the crosslinking treatment is effective since it achieves a 
greater flattening of the radius of the anterior surface of the corneal with respect to the preoperative 
radius (statistical significance). Also note that from the three months to the end of the study (18 months) 
there is no significant change in the treated eyes, although we observed a slightly larger radius than 
preoperatively. Likewise, histological studies show that the crosslinking technique is safe because 
the treated corneas recover its normal architecture at 3 months, without alteration in the healing or 
artifacts in the stroma.

Despite the positive results we think it is necessary to carry out further studies to evaluate the 
electron microscopic corneal scarring, the potential toxicity of ultraviolet light on keratocytes and the 
inmune response to the application of this treatment.
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