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* mm: milimetro
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* OCT: optical coherence tomography (to-
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* Ortho-K: Orthokeratology (Ortoquera-
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* PBS: Phosphate Buffered Saline (Solu-
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* PCR: polymerase chain reaction (reaccion
en cadena de la polimerasa)

* PIO: presion intraocular

» PKP: Penetrating Keratoplasty (Querato-
plastia penetrante)

* PMMA: polimetilmetacrilato

* PRK: Photorefractive Keratectomy (Que-
ratectomia refractiva)

* sg: segundo
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I. Introduccion

La aplicacion de los tratamientos actuales
para las ectasias corneales, tales como las
queratoplastias lamelares o penetrantes, la inser-
cion de anillos intraestromales, ortoqueratologia,
etc., ha significado una mejora substancial para los
pacientes que sufren esta patologia.

Las ectasias corneales, tanto las patoldgicas
como las iatrogénicas, han adquirido especial re-
levancia en los ultimos afios gracias a las nuevas
tecnologias (topografos corneales, tomografia
de coherencia oOptica, etc.), y a que cada vez es
mayor el numero de pacientes que se someten
a cirugia refractiva corneal. Principalmente por
estas dos razones, han sido objeto de numerosas
técnicas quirdrgicas. No obstante la mayoria de
tratamientos usados en la actualidad son de ca-
racter temporal dado que se limitan a corregir los
errores refractivos producidos por la ectasia, en
ningiin momento se trata la causa subyacente de
la alteracion y, en consecuencia, la cornea sigue
adelgazando progresivamente.

En la basqueda de una solucion para esta limi-
tada temporalidad surge un nuevo tratamiento, el
tratamiento crosslinking, basado en incrementar la
rigidez del coldgeno corneal, atacando asi la base
de la patologia ectasica. Consecuentemente, esta
nueva técnica aumenta la resistencia a la ectasia 'y
a la digestion 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-
nicay 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 extrapolacion a los pacientes hu-
manos sin riesgo alguno.

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

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

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

En conformidad con lo anteriormente expues-
to, creemos necesario centrar nuestra hipotesis
de trabajo en analizar en mayor profundidad los
efectos provocados por el tratamiento crosslinking
a largo plazo. Consideramos que es una técnica
prometedora que estd demostrando una reduccion
del tiempo del paciente en quir6fano y, por tanto,
el riesgo anestésico que conlleva una cirugia, la
disminucion de las estancias hospitalarias con
la consiguiente reduccion de gastos sanitarios,
y, sobre todo, la reduccion de la probabilidad de
aparicion de nuevas ectasias al ser un tratamiento
de tipo permanente. Dado que las ectasias son alte-
raciones complicadas de tratar dada su variabilidad
casuistica y que cada vez se dan con mas frecuen-
cia en la practica clinica, creemos preciso obtener
datos de la evolucion del tratamiento crosslinking
y su eficacia para poder situarla a la cabeza en
las técnicas de eleccion como tratamiento de las
cdrneas ectasicas.
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II. Revision Bibliografica

MODELO ANIMAL. RECUERDO
ANATOMICO DE LA CORNEA

Para la realizacion de este estudio se ha
seleccionado la especie cunicula por ser el mo-
delo experimental de eleccion para desarrollo de
estudios de oftalmologia. La anatomia 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 facilmente,
teniendo siempre en cuenta que la regeneracion y
la cicatrizacion se producen de forma mas rapida
en el conejo, y que se deberia aplicar un factor de
conversion a la especie humana'.

La cornea de conejo ocupa aproximadamente
el 30% del globo ocular? y tiene un aspecto elip-
tico que mide 15 mm horizontalmente y 14 mm
verticalmente®. En la cornea humana también se
da el aspecto eliptico (provocado por la esclera
que actiia como una banda en las zonas superior e
inferior); siendo mas largo su didmetro horizontal
(11,7 mm) que el vertical (10,6 mm)*.

A nivel microscopico en la cornea de conejo se
diferencian sdlamente 4 capas, frente a las 5 capas
que se distinguen en la especie humana* >

1. Epitelio queratinizado con un espesor de 30-
40 um?®. Estabiliza la pelicula lagrimal y protege
en los procesos de reparacion del estroma cor-
neal (asegura la integridad epitelial)'. El espesor
del epitelio en la cornea humana alcanza las 50
pum mientras que su funcionalidad es igual que
la cornea del conejo*>.

2. El estroma de la cérnea del conejo es la por-
cién mas gruesa de la cornea (aproximadamente
450-550 pm), estd compuesta por capas de fi-
bras paralelas de colageno’, entre las estrechas
hendiduras de las laminillas de coldgeno se
observan fibroblastos muy aplanados, los que-
ratocitos’. En la especie humana se mantiene

la misma estructura con un intervalo de grosor
que oscila entre las 500-550 um* . En ambas
especies sirve como estructura de apoyo para la
superficie Optica anterior y para la superficie nu-
tricional posterior>¢. Supone aproximadamente
el 90% del espesor corneal y las fibras que la
componen se disponen en laminas paralelas
a la superficie lagrimal, proporcionando con
este patron la cualidad cristalina al tejido® 7.
La orientacion de las capas de las fibras de
colageno es un factor determinante para las
propiedades mecanicas de la cornea’-®. También
estan presentes en el estroma glucosaminoglu-
canos (queratansulfato y condroitin sulfato) que
forman puentes entre las fibras de colageno®'°.
El colageno tipo I es la mayor macromolécula
constituyente del estroma corneal, aunque los
tipos de colageno III, V y VI también estan
presentes'® !, Las fibrillas de colageno de 32
nm y uniformemente espaciadas se organizan
dentro de fibras (Ilamadas lamelas) de diferente
grosor (1-2 um) y anchura (5-100 pm) que se
organizan en capas ortogonales entrelazadas a
través del estroma'’. Estas lamelas son mas finas
y mas entrelazadas en el estroma anterior!'.

3. La membrana de Descemet, con un espesor
de 7-8 um, va variando constantemente, de tal
forma que en los conejos adultos puede llegar
alos 15 um'. Proporciona el apoyo fisiologico
necesario para asegurar la transparencia cor-
neal'. En la especie humana posee un grosor
de entre 10-15 pum, al igual que en el conejo,
va aumentando de tamafio y grosor a lo largo
de la vida*®. Es la porcion mas resistente de
la cérnea y su funcién es la de dar soporte y
adhesion a las células del endotelio*>.

4. El endotelio, es una capa simple de células
con la presencia de bombas de sodio ATP-asa
que es imprescindible para mantener la cornea
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transparente’. La densidad celular del endotelio
en conejos de 6 semanas de edad es de 4100
céls/mm?y decrece a 2000 céls/mm? aproxima-
damente a la edad de 2 afios'?. De igual forma,
en la especie humana es también una monoca-
pa, y, como en la especie cunicula, disminuye
su densidad exponencialmente desde las 5000
céls/mm? en el recién nacido' hasta las 3500
céls/mm? a los 5 afios de edad y a 3000 céls/mm?
a los 20 afios'. Al igual que la membrana de
Descemet su funcion es la de apoyo fisiologico®.

La especie humana, a diferencia de la espe-
cie cunicula, presenta ademas la membrana de
Bowman*’. Esta capa esta localizada entre el epi-
telio externo y el estroma y su grosor oscila entre
8-14 um*. Esta compuesta de fibras de colageno
y su funcion es mantener la forma de la cornea®.

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 um'. Esta capa estd compuesta
principalmente por lamelas de coldgeno (predo-
minando el colageno tipo I) dispuesta de forma
longitudinal, transversal y oblicua'®. A falta de
estudios mas detallados, su identificacion puede
llevar a entender mejor la biomecénica de la cor-
nea y patologias corneales posteriores tales como
el hidropesia aguda, descemetocele y distrofias
predesceméticas’’.

De forma macroscdpica, la cornea se divide en
3 zonas: anillo Optico corneal, zona dptica central
y zona de soporte periférico’®.

El anillo 6ptico corneal es una zona de tran-
sicion entre la cornea y la esclera, su funcion es
aislar la cornea de las modificaciones esclerales
que se produzcan'®.

La zona optica central corresponde a los 4 mm
centrales de la cornea'. 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 mm'.
La relacion entre su cara anterior y su cara poste-
rior condiciona el poder didptrico corneal central

(42 dioptrias)'®.

Por ultimo, la zona de soporte periférico es la
zona de transicion entre el anillo dptico corneal y
la zona Optica central® '°,

Los estudios realizados en la cérnea humana
han demostrado que varia la resistencia de las
laminas de colageno en las distintas partes de la
cornea y de un paciente a otro'”- ¥, Las zonas con
menor resistencia son la central y la inferior*. Los
pacientes con queratocono, degeneracion marginal
pelticida y ectasia postquirdrgica presentan protru-
sion de la cornea en la parte central o inferior'*?!,
Los dos tercios posteriores de la cornea son mas
débiles que el tercio anterior® '%. En este ultimo, el
colageno esta ampliamente entrecruzado aportan-
do un fuerte soporte estructural a diferencia de la
parte posterior de la cornea en la cual las ldminas
de colageno se encuentran superpuestas con escaso
entrecruzamiento y menor soporte® *- 1%,

La cornea se comporta como una membrana
eldstica sometida a tension por la presion intrao-
cular (PIO), cambios en las caracteristicas de
resistencia o tension de sus materiales pueden
provocar cambios en su curvatura®.

ECTASIAS CORNEALES

Las ectasias corneales son un grupo de enfer-
medades oculares que tienen en comin® :

* Adelgazamiento progresivo del espesor
corneal.

* Aumento progresivo de la curvatura corneal.
* Protrusion corneal.
* Clinicamente no inflamatorias.

* Generalmente son bilaterales y asimétricas.

La arquitectura especifica de la cornea es
responsable de su estabilidad'®. Esta estabilidad
en la parte anterior del estroma corneal juega un
importante papel en el mantenimiento de la curva-



tura corneal'®. En la realizacion de queratectomias
refractivas (donde se retira parte del estroma) o
bien en la utilizacion del LASIK (Laser-Assisted
in Situ Keratomileusis) (ablacion superficial) se
predisponen los problemas oculares como la ec-
tasia corneal®: >4,

Biomecanica de la cornea ectasica

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 mecanica disminuida que permite la
protrusion del tejido” ' 20,

El avance en las tecnologias permite concretar
a nivel microscopico los signos de la ectasia cor-
neal; las fibras de coldgeno pierden su arquitectura
natural y se altera su entrecruzamiento provocando
esa debilidad corneal que conlleva comunmente a
la protrusion de la cornea’ '® 20,

Las ectasias corneales pueden desencadenarse
de modo natural o de forma iatrogénica®*. 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 mas frecuentes dada
su repercusion en la clinica diaria: el queratocono
y la ectasia postquirargica.

Queratocono

El queratocono es una distrofia corneal no
inflamatoria, de progresion lenta y que esta ca-
racterizada por cambios en la estructura de las
fibras de colageno y en la organizacion de las
mismas?> %, Con una frecuencia en la poblacion
general considerable (1/2000), es la queratectasia
corneal por excelencia, suele aparecer en la pu-
bertad y su tasa de progresion es muy variable y
poco predecible®> 2. Aproximadamente el 20%
de los casos progresa hasta el grado de requerir
la realizacion de una queratoplastia penetrante:
26, El término queratocono se refiere a la forma
conica que adopta la cornea’ ». La estabilidad
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mecanica de la cornea se encuentra disminuida
(dada la alteracion en la estructura) y esto juega un
importante papel en la protrusion corneal, lo que
conlleva un dano en la agudeza visual iniciando un
astigmatismo, miopia progresiva, adelgazamiento
corneal y cicatrices corneales centrales? .

Histoéricamente, se definia esta patologia como
una alteracion producida en el epitelio corneal,
pero gracias a los estudios ultraestructurales (mi-
croscopia electronica) y microscopia confocal
se ha demostrado que los cambios se producen a
todos los niveles de la cornea®”- . En esta patolo-
gia, las fibras de colageno se encuentran alteradas
y su entrecruzamiento esta disminuido®; todo
esto conlleva una flacidez estructural que se ve
potenciada por las roturas en la membrana de
Bowman®**'. Esta membrana, cuya funcionalidad
sigue siendo hoy en dia discutida®?, es importante
para mantener la estabilidad de la curvatura cor-
neal® 3, Las roturas que se producen permiten la
invasion de queratocitos procedentes del estroma
corneal anterior y de células epiteliales®®. Estos
queratocitos sufren un proceso de apoptosis que
conlleva una liberacion de enzimas colagenoliti-
cas®!'. La invasion de los queratocitos continuada
en el tiempo tiene como consecuencia una pérdida
mas acentuada en el estroma anterior, provocando
un adelgazamiento localizado y progresivo y un
incremento de la toricidad corneal?'.

Para detallar la organizacion del colageno en
las zonas apicales y para-apicales del queratoco-
no comparadas con corneas normales, Radner et
al disefiaron un estudio basado en microscopia
electronica®. En dicho estudio, mientras que la
organizacion de las lamelas de colageno en la
zona para-apical es similar, tanto en corneas que-
ratoconicas como en sanas, si se puede observar
una alteracion considerable en la organizacion
del colageno de las corneas queratocOnicas™®.
Dicha alteracion consiste en limites no definidos
entre lamelas, las fibrillas de coldgeno pierden su
orientacion paralela y hay cambios de direccion a
lo largo de su longitud®. Las uniones entre capas
adyacentes disminuyen o desaparecen e incluso se
presentan fibrillas desordenadas que pueden llevar
a cicatrices estromales®.
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Erie et al y Kenney et al confirmaron lo an-
teriormente descrito mediante estudios de mi-
croscopia confocal in vivo en especie humana,
comparando corneas sanas con corneas querato-
conicas, detectando en estas ultimas una densidad
disminuida del estroma anterior y por tanto un
adelgazamiento del estroma corneal total*®¥7. De
igual forma la microscopia confocal in vivo, apo-
yada por la microscopia in vitro, son tecnologias
utiles para la comparacion de los cambios en la
morfologia queratoconica confirmando cambios
en las células superficiales de longitud y aplana-
miento, adelgazamiento del estroma corneal en la
region central de la misma y presencia de neblina e
hiperreflectividad, asi como desorganizacion de las
fibras de colageno en areas de cicatrizacion®®3%:3°,
La microscopia confocal in vivo se ha establecido
como un método viable para la investigacion de
la morfologia corneal, con el suficiente potencial
para monitorizar los cambios celulares en esta pa-
tologia evidenciando elongamiento en las células
superficiales epiteliales hacia el 4pex de la cornea,
cambios en la capa de células basales y formacion
de estrias de Vogt en el estroma®.

Hollingsworth ef al, en el afio 2005, realizan un
estudio similar en el que evaltian la morfologia de
51 corneas queratoconicas de la especie humana
por medio de la utilizacion de microscopia oOptica
y confocal?’. En este trabajo se obtienen imagenes
de las células epiteliales de 10 corneas mediante
microscopia confocal, de las cuales 6 presentan
las células irregulares elongadas y con forma de
“huso” que describe por primera vez Tsubota et
al*!, asi como los autores anteriormente indica-
dos** 340 Otros resultados mas relevantes que se
extraen de este estudio es la apariencia anormal
de la membrana de Bowman, con presencia de
nlcleos de células epiteliales y de queratocitos,
asi como un adelgazamiento?’, confirmando lo
descrito por Sawaguchi et al en el afio 1998, en
un 57% de las muestras obtenidas*’. Las imagenes
obtenidas por microscopia Optica sugieren que
estos cambios pueden deberse a la cercania de la
cicatriz apical®’. La neblina y la presencia de hipe-
rreflectividad del estroma que relatan Erie et al’¢
y Kenney et al’’ en sus estudios, también se des-
criben en este trabajo*’. Por ltimo, el analisis de

la membrana de Descemet y del endotelio corneal
no presenta anormalidades®’. Los autores sefialan
que puede deberse al hecho de que las imagenes
son tomadas de la cornea central, que no suele ser
tipicamente el centro del cono?’.

Para intentar comprender los cambios en la
distribucion de las fibras de colageno en las cor-
neas queratoconicas frente a una cornea sana en la
especie humana, Meek et al, en el afio 2005, refie-
ren un estudio utilizando rayos X de dispersion®.
Este sistema puede determinar cuantitativamente
la orientacion de las fibras de coldgeno mediante
reflexion (ecuatorial) de los dngulos de las fibras
de colageno®. En base a los resultados obtenidos
en este trabajo, se considera que dichos cambios
en la orientacion se promueven por una pérdida
en las fuerzas cohesivas de las fibras de colageno
y en un fallo mecénico en las regiones donde las
laminillas que conforman las fibras se bifurcan®.

La sintomatologia depende del grado de desa-
rrollo del queratocono, la principal consecuencia
es la induccion de astigmatismo y miopia??. Suele
aparecer en la pubertad y su tasa de progresion es
muy variable y poco predecible?’. En las primeras
fases de la patologia la vision no estd necesaria-
mente afectada, sin embargo en estadios finales
el paciente detecta imagenes distorsionadas con
halos, diplopias, deslumbramientos y funcion
visual comprometida?.

El paciente sufre un incremento del defecto
didptrico y astigmatico 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 esta des-
enfocada®.

La comprension de la patofisiologia del que-
ratocono podria aportar una mejor comprension
del mecanismo de la ectasia postquirurgica, pero
actualmente se desconocen los mecanismos de pro-
duccion de la cornea queratocdnica y sus posibles
causas®. En la bibliografia consultada se describen
multitud de factores predisponentes: genéticos*,
bioquimicos (secrecion de metaloproteinasas y



otras enzimas liticas por parte de la matriz)®,
biomecanicos (frotamiento de 0jos)*, hormona-
les*’, etc., pero no se describe un mecanismo de
produccion determinado® >,

Ectasia postquirargica

La retirada de tejido corneal y la pérdida de la
integridad de la membrana de Bowman durante
la cirugia refractiva conlleva un incremento en
el riesgo de una protrusion de la cérnea anterior,
comportandose de manera similar al queratoco-
no** %% En los afios 90 se populariza la cirugia
refractiva con laser excimer, con unos resultados
espectaculares que llevan a operar con esta técnica
de manera masiva sin haber realizado estudios a
largo plazo que evaltien posibles complicaciones™.
Desde que Seiler ef al publican en 1998 el primer
caso de queratectasia iatrogénica’!, el numero de
trabajos al respecto ha crecido de forma expo-
nencial, saliendo a la luz mas casos de ectasias
corneales inducidas tras la cirugia y otra serie de
complicaciones®**. Actualmente, se estima que la
incidencia aproximada de las ectasias corneales
post-LASIK es de 1/2500 casos’®. Hay que afiadir
que la prevalencia-incidencia de esta alteracion
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 Cirugia Refractiva
(ESCRS-2006) se tuvo en cuenta la necesidad de
crear un registro europeo donde los oftalmélogos
pudieran comunicar de manera anénima los ca-
sos de ectasia post-LASIK para poder tener una
estadistica mas fiable’’. La fase de evaluacion de
este proyecto se inicio en el 2008 y se puso en
marcha a partir del 2010. Gracias a este registro
los cirujanos pueden supervisar y comparar los
resultados quirtrgicos obtenidos, lo que conlleva
mejorar la seguridad y la estrategia a plantear en
la cirugia®” .

En este caso, se considera prioritario evaluar las
modificaciones cuantitativas y morfoldgicas de la
cornea®” . En resumen, los estudios en este senti-
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do se centran en determinar el efecto de la cirugia
refractiva (laser excimer, Queratectomia fotore-
fractiva, etc.) en la geometria de la cornea®**. Los
topografos con sistema de escaner de hendidura y
los paquimetros son un apoyo indispensable para
valorar la evolucion de la morfologia anterior y
posterior de la cornea asi como el espesor corneal,
después de este tipo de cirugias refractivas® ®! ¢,

En ausencia de una prueba especifica para de-
tectar el riesgo de ectasia, un grupo de expertos
en cirugia refractiva reunido en el congreso de la
Academia Americana de Oftalmologia (AAQO) del
afio 2005, establecieron una serie de factores de
riesgo para el desarrollo de la ectasia corneal®:

 Presencia de nervios corneales prominentes.
* Anillo de Fleischer.

 Patrén topografico (incluye forma frustre).
* Historia familiar de queratocono.

» Presencia de queratocono en un ojo.

» Cornea delgada asimétrica.

* Astigmatismo asimétrico.

+ Astigmatismo irregular.

* Estrias de Vogt.

* Adelgazamiento corneal.

* Cicatrizacion apical de la cornea.

* Irregularidad corneal que no puede corregirse
con gafas.

Asi como una serie de factores de riesgo para el
desarrollo de la ectasia corneal post-quirurgica®’:

» Alta miopia.
» Reducido espesor corneal preoperatorio.
* Lecho estromal reducido tras ablacion laser.

* Queratocono frustre preoperatorio.

Estos son factores que hay que tener en cuenta a
la hora de decantarse por la cirugia con laser exci-
mer®. No obstante, a pesar de haberse establecido
posibles factores de riesgo, en la bibliografia se
han hallado referencias de estudios de ectasia post-
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LASIK en pacientes intervenidos que no tenian
aparentemente factores de riesgo asociados®: *,
como es el caso del trabajo realizado por Klein
et al en 25 pacientes con ectasia post-LASIK®.
En ¢l refieren 3 causas posibles de la ectasia que
se produce después de la aplicacion 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 topografia preoperatoria o una inestabilidad
biomecanica de la coérnea con anormalidades no
detectables por la tecnologia actual®.

Hay numerosos estudios o informes de casos
de ectasia corneal después del uso del LASIK para
tratamiento de miopia sin una definicion consis-
tente de la patologia ni una etiologia definitiva®®
63.65-67 Concretamente Twa et al, en el afio 2004,
publican un estudio retrospectivo de los casos
reportados en la especie humana, hasta esa fecha,
en el que describen las caracteristicas comunes
de este hallazgo postoperatorio compardndolo
con pacientes tratados con LASIK con resultados
exitosos®. En dicho estudio, establecen una serie
de caracteristicas de las ectasias post-LASIK entre
las que destacan una agudeza visual corregida de
20/25 o menor, astigmatismo de 1.25 dioptrias
(D) o mayor, grosor corneal menor de 400 um o
una profundidad de ablacion de al menos 76 um®.
Todos estos valores predictivos pueden utilizarse
para la deteccion temprana de ectasia post-LASIK
¢ instauracion de un tratamiento temprano®.

También en el 2004, Kamiya et a/, publican los
resultados de un estudio realizado en pacientes
miopes de 65 ojos que han sido tratados con que-
ratectomia fotorefractiva (PRK) y 45 ojos a los que
se les ha aplicado la técnica de “Laser in situ Kera-
tomileusis” (LASIK)®. Utilizaron como variables
de estudio el tiempo que tarda la cornea en volver
a protruirse (tiempos de seguimiento: 1 semana, 1,
3,6y 12 meses), la comparacion entre la elevacion
anterior y posterior de la cornea, el grosor corneal,
la correccidon de la miopia conseguida y su relacion
con la regresion de la miopia que se obtiene una
vez realizados los tratamientos®®. Ambas técnicas
inducen una protrusion de la cornea®®. A la sema-

na y al mes de la aplicacion de los tratamientos,
el LASIK induce mayor protrusion que la que se
produce con la PRK, incluso en similar miopia®.
Segun Kamiya et al, esto puede deberse a que en
la cirugia LASIK se produce una ablacién mas
profunda en el estroma corneal®®, hipotesis que se
apoya en los resultados de Park et al en los que se
demuestra que el estroma anterior es el debilitado
por la creacion del flap corneal y la ablacion del
tejido durante la cirugia de LASIK favoreciendo
la protrusion®. Sin embargo mientras que esta
protrusion 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 trabajando®.
No obstante, a diferencia de otros autores, este
grupo no considera esta protrusion una verdadera
ectasia por no cumplir las condiciones de estira-
miento de las fibras de colageno®.

TECNICAS DE MODELADO
CORNEAL

Ortoqueratologia (Orthokeratology)
(Ortho-K)

En 1971, la International Orthokeratology
Section de la National Eye Research Foundation
de los Estados Unidos defini¢ el tratamiento orto-
queratoldgico como la “reduccion, modificacion o
eliminacion de las anomalias refractivas mediante
la aplicacion programada de lentes de contacto™”.
En la ultima década, son amplias las investigacio-
nes de interés clinico y cientifico en este campo’.
Actualmente se obtienen buenos resultados apli-
cando una sola lente en lugar de una sucesion de
ellas cada vez mas planas durante un periodo de
semanas o meses’’. Este tratamiento esta indicado
cuando no lo esta la cirugia refractiva o cuando el
paciente descarta dicho tratamiento quirtrgico’.

Este método modelador de la cornea consiste
en la adaptacion de unas lentes de contacto gas
permeable rigidas (permiten la oxigenacion de



la cornea) que moldean la forma de la cornea,
al cambiar la curvatura reduciendo la cantidad
de dioptrias y produciendo un aplanamiento que
compensa la miopia’. A diferencia de las lentes
convencionales, estas lentes de contacto estan dise-
fladas para aplanar la cornea de forma controlada™.
Su comportamiento en la funcion visual es idéntico
a las convencionales ya que el paciente puede ver
con claridad™. Las lentes ortoqueratologicas indu-
cen una reduccion transitoria del error refractivo
aprovechando la plasticidad de la cornea, concre-
tamente de su epitelio’!. Después de su retirada,
la modificacion de la cornea se mantiene durante
cierto tiempo, al principio la duracién es de unas
horas pero posteriormente se estabiliza llegando a
mantener la modificacion producida durante todo
el dia”?. 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 tratamiento’”.

Hoy en dia, la modalidad nocturna es la mas
utilizada, la cornea se remodela durante el sueno
y al despertar se retiran las lentes™. Los cambios
suelen ser muy rapidos hasta incluso alcanzar un
resultado excelente en un plazo de entre una y dos
semanas’. Esta modalidad nocturna prevalece
entre las demés dado que por un lado se elimina
la accion de factores ambientales que si condicio-
narian el tratamiento diurno como son el viento,
polvo, etc.; y, por otro lado, la presion de los par-
pados cerrados acelera el remodelado corneal™.

En la actualidad, las lentes de contacto de
geometria inversa (curvatura invertida) estan
disefiadas para generar una fuerza hidrodindmica
sobre la cornea con la que se pretende inducir la
migracion de las células epiteliales y lograr asi un
cambio en las primeras capas celulares’7*. Para
que esta fuerza resulte eficaz, la adaptacion debe
reunir unas caracteristicas en cuanto a posicion (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
cornea (la transicion entre las distintas zonas debe
ser progresiva y no demasiado amplia)’.
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Este tipo de tratamiento puede utilizarse en la
miopia baja y moderada, hasta 6,00 D, incluso
asociada a un astigmatismo bajo’”. En las miopias
mas altas este tratamiento es capaz de reducir el
defecto de refraccion pero no lo corrige total-
mente’. En la mayoria de los casos, una excesiva
toricidad corneal o un astigmatismo superior al
componente esférico del defecto de refraccion se
consideran contraindicaciones para el tratamiento
ortoqueratologico’.

El futuro mas prometedor de esta técnica mo-
deladora va orientado al tratamiento de la hiper-
metropia y la presbicia mediante el aumento de la
curvatura corneal”.

Contraindicaciones

Las contraindicaciones de la ortoqueratologia
son las siguientes’:

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

* Cualquier enfermedad, lesion o anomalia
ocular que afecte a la cornea, la conjuntiva o
los parpados.

* 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 produccion
de la lagrima.

Termoqueratoplastia (TKP)

En 1900, Terrien describi6 por primera vez el
uso de un cauterio para corregir un defecto re-
fractivo™. En el caso del queratocono, hubo que
esperar hasta bien avanzado el siglo XX, concre-
tamente en el afio 1964, para que se registrara en
la bibliografia la primera aplicacion de sondas
calentadas para aplanar corneas queratoconicas
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siendo numerosas las publicaciones posteriores
en este sentido’®. Estos estudios no fueron tan
exitosos como se esperaban obteniendo resultados
poco predecibles’.

Ya en el ano 1973 Gasset et al desarrollan un
instrumento, el Termoqueratoforo’’. Este sistema
consiste en una sonda de plata en cuya punta se
incluye una resistencia térmica’’. Este nuevo ins-
trumento fue probado en tiras de cornea 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
aplicacion, obteniendo los mejores resultados
con las temperaturas mas altas’’. En 1981 Itoi
refiere una serie de 750 casos de queratocono
tratados con queratoplastia térmica en la que solo
el 7% necesitaron un trasplante de cornea’. Los
siguientes ensayos realizados iban encaminados
a mejorar la tecnologia necesaria para la aplica-
cion de este tratamiento consiguiendo en los afios
80 ampliar su utilizacion en el tratamiento de la
hipermetropia y el astigmatismo’™ *. En 1990,
Neumann et al describen la queratoplastia térmica
radial consistente en la aplicacion de una sonda de
termoqueratoplastia de forma radial en la periferia
media, determinando que para conseguir el efecto
esperado se dependia de factores tales como el
respeto de la zona optica central, del nimero de
radios realizados y del nimero de aplicaciones por
cada radio®. Estos autores obtuvieron una buena
estabilidad del estado refractivo de las corneas
durante el primer ano®. Pasado este tiempo los
autores relataron una serie de complicaciones ta-
les como erosiones corneales, pliegues corneales,
astigmatismos reducidos, neovasos periféricos y
pannus corneal®,

Un avance primordial en este campo fue la uti-
lizacion de fuentes de laser para liberar cantidades
de energia térmica regulada®'. En 1979, Mainster et
al describen un modelo tedrico para la utilizacion
de laseres en la queratoplastia térmica resaltando
la importancia de estos sistemas para liberar calor
de forma mas controlada y por tanto con menos
dano para el endotelio y el epitelio®. Se han esta-
blecido diferentes métodos para la realizacion de
la termoqueratoplastia tales como laser de CO2 o

laser de diodo®'. La queratoplastia térmica basada
en laser, aunque destacando en sus inicios, tiene
unas grandes limitaciones dado los grandes indices
de regresion que presenta®’. Por otro lado, el uso
de la técnica basada en laser de diodo consigue
inducir mayores cambios a mayor tiempo de irra-
diacion y a menor zona optica® . Como principal
ventaja tiene la capacidad de calentar de forma mas
uniforme el colageno corneal®* .

Queratoplastia Conductiva (CK)

La queratoplastia conductiva es una técnica
modeladora de la cornea que emplea la radiofre-
cuencia para modificar las fibras de colageno de
la cornea®®. El objetivo es producir en el estroma
corneal un aumento de temperatura suficiente para
producir la contraccion de las fibras del colageno y
por tanto una modificacion de la curvatura corneal
y del poder refractivo®®. El despegue de la CK se
produce entre los afios 2003 y 2006 como alternati-
va para la hipermetropia, presbicia y determinados
astigmatismos®®. En el afio 1997, Méndez et al
describen por primera vez un sistema en el que a
través de la aplicacion de la radiofrecuencia en la
periferia corneal (y sin sustraccion de tejido) se
consigue aumentar su curvatura®’. En este estudio,
los autores penetran en el interior de la cornea con
unos aplicadores metalicos siguiendo un patrén
circular de 8 a 32 aplicaciones en la periferia cor-
neal, de esta forma los puntos de aplicacion actian
como un cinturén curvando la cérnea central y
como consecuencia disminuyendo el numero de
dioptrias®’.

La técnica quirurgica consiste en marcar la
cornea con un marcador mojado en violeta de
genciana o azul de metileno centrado respecto
al eje de la mirada®. Posteriormente se aplica
la punta del equipo de termoqueratoplastia de
forma perpendicular en las zonas marcadas®.
Una variedad de la técnica consiste en utilizar un
anillo de succion conectado a una jeringuilla con
resorte que es la que produce el vacio®. Una vez
se comprueba la correcta succion y la estabilidad
producida se tracciona el globo ocular hacia arriba
mientras se marcan dos o tres puntos a través de



los radios libres del anillo, posteriormente la punta
del equipo se introduce por los orificios del anillo
de succion disefiados para tal fin®.

Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion absolutos son®:

* Pacientes con agudez visual corregida infe-
riora 0.5.

* Paquimetrias a 6mm del 4pex corneal infe-
riores a 560 pm.

* Pacientes que presentan algun tipo de tropia
o foria.

 Patologia activa del polo anterior.

+ Patologia palpebral que imposibilite la colo-
cacion del blefarostato o que altere el parpadeo
normal.

En el mismo sentido se establecen unos criterios
de exclusion relativos®:

» FErosiones corneales recurrentes.
* Historia de queratitis por herpes.
e Glaucoma.

* Historia de aumento excesivo de la PIO por
esteroides.

e Procesos autoinmunes.
e Diabetes.

* Queratitis seca intratable.
Segmentos intracorneales

Han sido muchos los estudios sobre cual seria
el material idoneo para este tipo de implantes®®. En
1964, Belau et al concluyen que los implantes de
silicona y de polimetilmetacrilato (PMMA) se to-
leraban bien al insertarlos en la cornea de perros®.

A finales de la década de los 80 se publican las
primeras experiencias de Fleming ef al con anillos
de plastico en dos animales de la especie cunicula,
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que denominan intrastromal corneal ring (ICR)®.
Se trata de implantes anulares de PMMA con una
abertura que se cerraba mediante una grapa me-
talica de tal forma que se puede obtener un efecto
expansivo o constrictor segun se fijase dicha gra-
pa®. En los resultados histologicos se detecta una
activacion de los queratocitos, formacion de nuevo
coldgeno y depositos lipidicos alrededor de los
implantes®. Se desarrolla un modelo matematico
para predecir el efecto refractivo seglin la relacion
de los radios corneales con los del anillo®. No
obstante, este tipo de anillos solo se llega a emplear
en la correcion de miopias, y esta idea inicial del
cierre variable con grapas se desecha®.

El ICR evoluciona a dos segmentos anulares
de 150° de arco y diametros internos y externos
respectivamente de 6,77 y 8,10 mm, pasando a
llamarse intrastromal corneal rings segments
(ICRS), una configuracion conocida a partir de
1999 bajo la marca Intacs®*. En 1995 se inicia
un primer estudio clinico en ojos de miopia leve
a moderada en la especie humana, produciendo
un cambio refractivo y con una buena predictibi-
lidad en miopias leves®'. En tres casos se produce
deslumbramiento e imagenes dobles en vision
nocturna’. Estos anillos se explantan y hay un
retorno de la refraccion preoperatoria dentro de
un margen de 1,00 D con lo que se comprueba la
reversibilidad del procedimiento®. Este hallazgo
se reafirma gracias a Alio et al, que en el afio 2006,
publican un estudio retrospectivo de 13 ojos a los
que se les implanta Intacs® para la correccion del
queratocono y en el que se detecta en el seguimien-
to una progresion 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 permanente®.

Este procedimiento posee resultados tempo-
rales dado que la correccion del error refractivo
desaparece cuando se retiran los anillos” %,

Pese a los buenos resultados y la ventaja de
preservar la asfericidad corneal, aparte de su
economia, los ICRS nunca llegan a suponer mas
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que una porcién muy minoritaria en el campo de
la correccion de la miopia, de esta forma pasaron
a emplearse en los defectos residuales tras ciru-
gia tipo LASIK o tras queratoplastia penetrante,
especialmente en queratocono, asi como en otras
ectasias corneales™.

De forma paralela a la creacion de este tipo
de segmentos, Paulo Ferrara desarrolla a partir
de 1986 unos estudios de implantes anulares de
PMMA de seccion triangular mediante bolsillo
corneal en la especie canina®. 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 contacto® .

La implantacion de los anillos intracorneales
no es una técnica exenta de complicaciones®. Se
puede presentar una neovascularizacion de la in-
cision de entrada de los segmentos, la migracion
de estos por el estroma corneal o una extrusion si
la cornea es excesivamente delgada®. De igual
forma en la bibliografia se registran varios casos
de infecciones corneales posteriores a la implan-
tacion de los anillos, con disminucion de la vision,
inflamacion e infiltrados estromales localizados en
los extremos de los anillos”.

Debido a la gran variabilidad de anillos clasifi-
cados en funcion del espesor, tamafio, 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 cornea que se va
a tratar; evaluar su espesor y su grado de ectasia
antes de elegir el anillo ideal®.

Queratectomia refractiva

(photorefractive keratectomy)
(PRK) / (LASIK)

Con el uso del laser excimer (haz de luz ul-
travioleta frio) se eliminan diminutos trozos de
la superficie corneal (ablacion corneal) con el fin

de remodelarla'®. Esta indicada en pacientes con
miopiay astigmatismo y sospecha de queratocono
ya que mejora la vision y la tolerancia a las lentes
de contacto'®1%2,

Latécnica LASIK se realiza de igual forma pero
exige que la cornea tenga un espesor mayor para la
realizacion de un flap corneal®. Previamente a la
cirugia se levanta una capa fina de tejido corneal
que luego se sitlia encima sin necesidad de puntos
de sutura®. Actualmente, el queratocono supone
una contraindicacion absoluta para el tratamiento
de los defectos de refraccion mediante esta técnica,
por la importante disminucion del espesor corneal
que produce en la ya debilitada estructura corneal
de este trastorno®. La necesidad de realizar una
queratoplastia posterior en muchos casos ha hecho
que muchos autores ya no tengan en cuenta este
procedimiento como de eleccion primaria**#,

TECNICAS DE TRATAMIENTO
DE LA CORNEA ECTASICA

Los trasplantes de cornea, ademas de ser ci-
rugias con mayor riesgo que las anteriormente
descritas, tienen un agravante al tratarse de la
utilizacion de un tejido donante con los riesgos de
rechazo que eso supone, rechazo que ocurre en me-
nor medida en el trasplante de espesor parcial'®1%4,

Queratoplastia lamelar (lamellar
keratoplasty) (LKP)

Consiste en la realizacion de un trasplante de
cornea de espesor parcial'®®. Se procede a la resec-
cion del estroma patologico del receptor dejando la
membrana de Descemet y el endotelio intactos'®.

La mayor complicacion de la técnica reside
en la diseccion lamelar del estroma sin perforar
la membrana de Descemet'®. Se describen varias
técnicas para facilitar esta maniobra como la in-
yeccion de aire'® o de solucion salina'%.



Las indicaciones clinicas de esta técnica
incluyen el queratocono, anomalias inducidas
quirargicamente por queratotomia refractiva, de-
generaciones del estroma corneal, etc.'?.

Queratoplastia penetrante
(penetrating keratoplasty) (PKP)

Consiste en realizar un trasplante de cornea de
espesor total'®. Presenta peor periodo postopera-
torio en cuanto a recuperacion del paciente que la
LKP, mayor riesgo de rechazo del injerto y tiene
el riesgo de una cirugia intraocular'®. Sin embargo
ofrece mejores resultados visuales que la LPK en
el tratamiento del queratocono!'?’-11°,

En una revision bibliografica exhaustiva en el
afio 1990 sobre las causas de rechazo del injerto
en este tipo de técnica, Wilson et al, publican
un amplio trabajo sobre las mismas, sefialando
como responsables: factores del tejido donante o
de su conservacion, complicaciones de la técnica
quirargica (ej. sinequias anteriores, inadecuado
uso de los agentes viscoelasticos, etc.), defectos
epiteliales persistentes (ej. producidos por quera-
titis herpéticas, quemaduras por éalcali, sindrome
de Stevens-Johnson, etc.), rechazo inmunolégico
por parte del receptor (causa mas comun de fallo
del injerto), infeccion del injerto (ej. queratitis
herpéticas, bacterianas o fungicas, etc.), glauco-
ma, trauma y distrofias corneales primarias (ej.
Distrofia de Fuchs)'®.

Esta técnica tiene un amplio abanico de indica-
ciones como ya sefialan Killingsworth et a/, en el
ano 1993, donde refieren un estudio retrospectivo
de pacientes a los que se les realizoé una querato-
plastia penetrante 9 afos antes'®. Las patologias
presentes en las corneas que fueron incluidas para
la queratoplastia penetrante fueron: queratitis
bacterianas y fingicas, queratitis herpéticas (con
y sin inflamacion), queratitis por acanthamoeba,
perforaciones debidas a queratoconjuntivitis seca
y otras causas de perforacion'®. El 73% de los
injertos corneales en el caso de las queratitis bac-
teriana mantiene la transparencia mientras que en
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las fungicas se obtiene un 60% de éxito'™. En las
queratitis herpéticas se alcanza un 36% de éxito
pero manifiesta posteriormente inflamacion'®. El
resultado mas destacable de este trabajo es que
obteniéndose un 83% de estabilizacion anato-
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 técnica'™.

Segmentos intracorneales

Una vez demostrada la seguridad y eficacia
de la colocacion de segmentos intracorneales
en el tratamiento de la miopia leve y moderada
y recientemente, también en el manejo del que-
ratocono, se plantea la posibilidad de utilizarlos
para queratoplastia refractiva® "', Concretamente
Colin et al, en el afio 2001, fueron los primeros
autores en publicar resultados con la utilizacién de
anillos corneales intraestromales en queratocono
(Intacs®)'!". Este estudio demuestra una reduccion
del astigmatismo producido por el queratocono
ademas de una regularidad topografica''!.

Resultados similares en la mejoria de la agude-
za visual, el aplanamiento topografico y el corto
periodo de rehabilitacion, obtienen Kanellopoulos
et al, en su trabajo disefiado 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 cornea (debido
al grosor irregular de las corneas queratoconicas)
y, por tanto, la exposicion de los anillos'™.

Posteriormente, en el aio 2007, de nuevo el
grupo de Colin ef al, presentan un estudio preli-
minar que incluye 100 ojos queratocdnicos con
la cornea clara central e intolerancia a las lentes
de contacto para corregir el astigmatismo con
segmentos de arco mas corto'®. Los resultados
situan 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 mayoria de los casos, asi
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como la restauracion de la tolerancia a las lentes
de contacto'”®. Al igual que Rabinowitz y Shetty
et al, en estudios posteriores, refieren estos anillos
corneales como un método potencialmente ajusta-
ble y reversible’ 4,

Actualmente en la bibliografia, a falta de estu-
dios a largo plazo, se registra su utilizacion para
queratectasias post-LASIK™>* ">, Siganos et al, en
el ano 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
complicaciones™. Estos resultados se revalidan un
afio después por este mismo grupo de trabajo con
Kymionis a la cabeza en un estudio con mayor
niamero de casos™. En este Gltimo, a pesar de la
mejora de la agudeza visual y de resultados espe-
ranzadores después de un afio 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 autores™.

Asociacion de técnicas

El uso de la combinacion de dos o mas técnicas
quirargicas 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 segura''®.
En lo que se refiere a la técnica quirargica, las po-
sibles complicaciones y efectos secundarios de la
tunelizacion para la introduccion de los segmentos
intracorneales son''¢:

* perforaciones.
* defectos epiteliales.

* tunelizacion superficial con migracion tardia
del segmento.

e extrusion.

Estos han mejorado notablemente con los nue-
vos avances tecnologicos sefialando concretamen-
te la aparicion del laser femtosegundo en el 2004,
el cual ha aportado seguridad y eficacia, mejorando

los parametros visuales del paciente!'” '8,

Se destacan a continuacion las combinaciones
de técnicas mas frecuentes'':

Anillos intracorneales + tratamiento
ortoqueratologico nocturno

Esta combinacion parte de la utilidad para re-
modelar de forma transitoria la superficie anterior
de la cornea gracias a la aplicacion de lentes de
contacto rigidas permeables a gas (LC-RPG)"": !
y a la alta sensibilidad de la cornea queratoconica
al remodelado para mejorar los indices de regulari-
dad de la superficie y el rendimiento visual'?’, Por
motivos que hoy en dia se desconocen, el efecto
de remodelado corneal que produce una lente de
contacto RPG es mas duradero en ojos en los que
ya se han implantado segmentos anulares intraes-
tromales (Intacs®) que en 0jos queratoconicos sin
ningun procedimiento previo''.

Mediante la asociacion de estas técnicas,
Calossi et al proponen el uso de la ortoquerato-
logia para reducir la aberracion corneal en quera-
toconos progresivos y aplicacion del tratamiento
crosslinking para estabilizar el efecto moldeador
conseguido por la ortoqueratologia'*'. En su tra-
bajo determinan que la ortoqueratologia mejora
la forma corneal temporalmente pero que la apli-
cacion del tratamiento crosslinking no consigue
estabilizar dicho cambio en la forma corneal in-
cluso un mes después de interrumpir la aplicacion
de la ortoqueratologia'*'. No obstante, mejora la
agudeza visual corregida manteniendo una mejora
un afio después de la aplicacion de la combinacion
de técnicas'?.

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



o irregular mediante lentes de contacto RPG y
este error refractivo estd disminuyendo la calidad
de vida del paciente, no es factible implantar los
Intacs® debido al didmetro de estos segmentos ya
que quedarian demasiado cerca de la union injerto-
huésped''®. En este campo se considera mas seguro
implantar segmentos Ferrara Ring o Keraring dado
su distinto diametro'**.

Anillos intracorneales + tratamiento
crosslinking

La fotopolimerizacion producida por la combi-
nacion de riboflavina y luz ultravioleta A, aumenta
la rigidez biomecénica del estroma y estabiliza
los trastornos ectasicos de la cérnea induciendo
de esta forma una mejoria en la irregularidad de
la superficie corneal y en la agudeza visual'>-'%6,

La combinacion de este tratamiento con la im-
plantacion de Intacs® permite potenciar el efecto
de aplanamiento de estos ultimos''®. Chan et al,
realizan un estudio, en el afio 2007, en 25 ojos de
la especie humana en los que se implantan Intacs®
y posteriormente aplican la riboflavina y la luz
ultravioleta!”’. En los resultados se observa una
reduccion estadisticamente mayor del cilindro y de
los valores de K en el grupo tratado con Intacs®
mas crosslinking que en el grupo sélo tratado con
Intacs®'?7.

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
aplicacion de la riboflavina-carboximetilcelulosa)
seguida de la aplicacion de Intacs®'#%. Los valores
de la queratometria se reducen, los parametros
visuales son estables y la cornea incrementa en
fuerza, demostrando que el tratamiento puede
asociarse con otras técnicas moldeadoras de la
cornea'?.

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

Revision Bibliogrdfica 15

en la implantacion de Intacs® en ambos ojos y la
posterior aplicacion del tratamiento crosslinking
en el ojo izquierdo'”. En ambos ojos se produce
un mayor aplanamiento, sin embargo, cuando
procedemos a la explantacion de los segmentos,
se detecta un efecto parcial de reversion del apla-
namiento producido en ambos o0jos comparados
con los valores preoperatorios'”. En este sentido,
y coincidiendo con los resultados de Chan et al'?’
y Ertan et al®®, se observd que el aplanamiento
corneal era méas marcado en los ojos tratados con
riboflavina-UVA que en los no tratados, demos-
trando de esta forma el efecto aditivo aplanador
de la combinacion de estas dos técnicas'?.

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 meses''. Adicionalmente,
ninguno de los pacientes de este estudio muestra
signos topograficos o clinicos de progresion del
queratocono durante el periodo de seguimien-
to!. Sin embargo, los autores concluyen que
esta combinacion de técnicas es mas apropiada
para pacientes con queratoconos tempranos ya
que las corneas mas avanzadas de queratoconos
mas avanzados podrian excluir la posibilidad de
retirada de tejido en la PRK"'.

NUEVAS TENDENCIAS

Crosslinking Corneal (Reticulacion
corneal) (CxL)

La reticulacion del colageno es un proceso
ampliamente conocido en los tejidos humanos
asociado al envejecimiento'*?. Consiste en la crea-
cion de enlaces covalentes o idnicos que unen una
macromolécula (polimero sintético o natural, ej.
proteinas) a otra'*2.
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Se produce de forma natural relacionada con el
envejecimiento'* y asociada a la diabetes'**. Es un
proceso ya empleado en diferentes especialidades
de la medicina como por ejemplo la odontologia'**,
para el curado de compuestos'*® con luz ultravio-
leta (fotopolimerizacion) o en cirugia cardiaca,
para reducir el deterioro tisular de las valvulas
cardiacas'?’ o en injertos de meniscos.

La reticulacion o crosslinking del tejido cor-
neal, es una técnica sencilla y poco invasiva que
consiste en una fotopolimerizacion de las fibras es-
tromales de la cornea mediante la accion conjunta
de una sustancia fotosensibilizante (riboflavina) y
de radiacion ultravioleta tipo A (UVA), durante 30
minutos a una distancia de la cornea de 1 cm'*®.
El principio fundamental descrito por Gregor
Wollensak en el ano 2003 (ver Tabla 1) se basa
en la excitacion de la riboflavina por la radiacion
UVA, En esta situacion, la riboflavina,excitada
por una reaccion de fotoxidacion, genera radica-
les del oxigeno (especies reactivas de oxigeno,
ERO) que transforman grupos amino terminales
de las cadenas laterales de las fibrillas de colage-
no corneal en grupos aldehidos'*®. Seguidamente
los grupos amino y los grupos aldehido forman
enlaces covalentes entre cadenas laterales de co-
lageno'*®. La consecuencia directa de esta union
es un incremento de la rigidez corneal y por tanto
mayor resistencia a la ectasia'?® 1%,

La idea de este tratamiento aplicado a nivel de
la cornea surge en la Universidad de Dresden (Ale-
mania) con la intencion de detener el progreso de
la enfermedad ectésica (en este caso centraron los
estudios en el queratocono) o impedir la necesidad
de una queratoplastia'*®. Las bases sobre las que
se asentaron fueron que los pacientes diabéticos
jovenes no desarrollaban queratocono dado que
la glucosa provocaba un efecto de crosslinking
natural en las fibras de colageno incrementado su
resistencia'.

Realizando un anélisis mas profundo del uso
del crosslinking como tratamiento de la ectasia
corneal se sefialan los factores mas importantes
del mismo.

Profundidad del tratamiento

Andreassen et al, en 1980, apoyan el concepto
de que una disminucion de la resistencia mecéanica
juega un importante papel en la protrusion de la
cornea en el queratocono®. En su trabajo desa-
rrollado en la especie humana, enfrentan corneas
queratoconicas con corneas normales en tests de
fuerzas biomecanicas obteniendo valores de carga
y de tension menores en las corneas patologicas?.
Describen la dureza de la cérnea queratoconica
como un 60% de la dureza de una coérnea nor-
mal, demostrando que los cambios en el patron
de entrecruzamiento del coldgeno tienen como
consecuencia cambios biomecanicos®. En este
mismo sentido realizan una digestion enzimatica
utilizando una solucion digestiva compuesta prin-
cipalmente por pepsina®. Las corneas normales
tienen una digestion dos veces mas alta que las
corneas queratoconicas, sefialando como causa la
disminucién de entrecruzamiento del colageno®.

La primera incognita que se plantea, y que
todavia en la actualidad genera controversia, es si
esa disminucion del entrecruzamiento producida
en el queratocono esta presente en todo el espesor
corneal (tal y como describen Pouliquen et al en su
trabajo'*) o por el contrario, este proceso degene-
rativo se produce s6lamente en la parte anterior del
estroma corneal, hipdtesis que confirman Iwamoto
et al y McTigue en sus estudios histologicos' 14!,

En la cornea sana la estabilidad de la superficie
anterior se atribuye a la orientacion preferente de
las lamelas de colageno®.

Miiller et al, en el afio 2001, desarrollan un
trabajo en el que demuestran que la arquitectura
especifica del estroma anterior es la responsable
del mantenimiento de la curvatura corneal en la
especie humana, incluso en casos de hidratacion
extrema, planteando la posibilidad de la aparicion
de problemas Opticos a largo plazo en técnicas
como la queratectomia refractiva (PRK) porque
es necesaria la retirada de la parte anterior de la
cornea y la cirugia por laser (LASIK) dado que se
levanta un flap estromal anterior'®. En sus estudios



histologicos, las diferencias entre la distribucion
de las lamelas de coldgeno entre estroma ante-
rior y posterior es muy clara, evidenciando un
entrelazado mas apretado entre las lamelas del
estroma anterior incluso en casos de hidratacion
no fisiologica's.

Miiller et al prueban diferentes grados de
hidratacion corneal manteniendo unas muestras
corneales de 450 pm sumergidas durante diferentes
tiempos'®. A diferencia de la arquitectura anterior,
la organizacion de la parte estromal de la cornea,
empieza a perderse a las primeras 24 horas dia
siguiente de la inmersion en una solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS)'. En este tiempo,
la membrana de Descemet sufre unas ondulacio-
nes y el grosor corneal alcanza los 650 pm, los
queratocitos son mas cortos y gruesos y no se
presenta espacio entre las lamelas de colageno'®.
En las pruebas de inmersion en agua puede llegar
a alcanzar los 1200 um en 24 horas'®. En este
caso, los queratocitos, pierden su morfologia ori-
ginal alargada, la forma del nucleo es irregular y
apenas se aprecia un delgado borde de citoplasma
alrededor'®. No obstante, pueden diferenciarse
todavia las lamelas de colageno onduladas'®. Los
resultados de este estudio llevan a los autores al
hallazgo de una zona de 100-120 pm por debajo
de la membrana de Bowman que no esta afecta-
da por las condiciones extremas de hidratacion,
hallazgo que se interpreta como consecuencia de
la arquitectura especifica de la parte anterior del
estroma con un entrelazado mas apretado y con
la diferente composicion de los proteoglicanos en
ambas partes'®.

Teniendo como base estos trabajos, el trata-
miento crosslinking se centra en crear nuevos
puentes entre las fibras de colageno para obtener
una mayor rigidez en la cornea'*®. Dado que una
distribucién 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 anterior'** (aproxi-
madamente los primeros 200 um), Kohlhaas et a/
realizan en el afio 2006 su estudio dividiendo el
estroma en dos partes, anterior y posterior para
evaluar la distribucion real del efecto del trata-
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miento crosslinking y determinar en cual de las
dos partes el tratamiento es mas efectivo'*. En su
investigacion, 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 postmortem'**. 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 solucion de dextrano
T500 al 20%) y seguidamente la luz UVA (370
nm, 3 mW/cm2) siguiendo el protocolo descrito
por Wollensak'*® (irradiacion durante 30 minutos
durante la cual se aplican dos gotas de la solucion
de riboflavina cada 5 minutos)'*. En el grupo con-
trol (20 ojos de la especie porcina y 5 ojos de la
especie humana) realizan una desepitelizacion de
la cornea pero no aplican el tratamiento crosslin-
king'#. 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 cornea (la orientacion del corte se
realiza de superior a posterior) y se procesan por
separado mediante el uso de la paquimetria para
la obtencion del espesor de la muestra'®. Kohlaas
et al determinan en su estudio que el 65-70% de
la irradiacion es absorbida por los primeros 200
um del estroma, mientras que s6lo un 20% alcanza
los 200 um posteriores'®. Este efecto localizado
puede deberse a la accion de la riboflavina y a su
difusion en el estroma'®.

En el afio 2006, el grupo de trabajo de Seiler
et al describen por primera vez, por medio de la
utilizacion de la lampara de hendidura, la aparicion
de una linea de demarcacion a unos 300 pm de
profundidad en el estroma de corneas queratocod-
nicas de la especie humana tras la aplicacion del
tratamiento crosslinking'*. Esta linea de demar-
cacion descrita en este estudio se hace visible a
las dos semanas de la aplicacion de la riboflavina/
UVA'y se explica como la linea que representa la
demarcacion entre la parte de cornea tratada de la
no tratada'*. Esta explicacion reafirma los estu-
dios de Caporossi et al, en los que por medio de la
microscopia confocal, identifican diferentes areas
de orientacion vertical y lateral a una profundidad
de 270 um-330 um en corneas humanas tratadas
con riboflavina/UVA'*,
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Los resultados de los estudios de Kohlhaas et
al'® y de Seiler et al'** confirman los anterior-
mente realizados por Wollensak et a/ que plantean
la hipdtesis de un mayor efecto del tratamiento
crosslinking en la parte anterior de la cornea,
apoyando la teoria de la dependencia del efecto
del tratamiento en funcion de la profundidad es-
tromallZG, 138, 146.

En el afio 2007, Wollensak et al describen un
cambio importante en la hidratacion corneal'?’.
Realizan la técnica de crosslinking en 20 ojos
enucleados de cerdo y los incuban durante 24 horas
en una camara humeda'¥’. Se observan 3 zonas
del estroma corneal con diferentes grados de ede-
ma'¥’. La zona mas anterior (242 um) no presenta
signos de edema, una zona intermedia (238 pum)
ligeramente edematizada y la zona més profunda
se presenta con un intenso edema'?’. Este estudio
reafirma la teoria de la localizacion anterior del
efecto crosslinking'*’.

Kanellopouolos et al, introducen el analisis
cuantitativo de alta resolucion del segmento an-
terior mediante tomografia de coherencia optica
(OCT, técnica no invasiva) para determinar la
profundidad y extension de los cambios produci-
dos en el estroma anterior de la cornea inducidos
por el tratamiento crosslinking'*. En su estudio,
comparan un grupo de 50 pacientes (100 ojos) con
corneas sanas frente a un grupo de 47 pacientes (94
0jos) con queratocono previamente tratados con
crosslinking mediante protocolo de Atenas'*® 14,
En el estudio de Seiler et al, anteriormente des-
crito, se describe la linea de demarcacion como
la transicion entre la zona tratada y la zona no
tratada mediante crosslinking detectada con la
lampara de hendidura'*. Esta linea no parece
afectar a la vision, sélo corresponde a cambios en
la densidad del estroma y aparece como una zona
hiperreflectiva en las imagenes de OCT'®. En las
imagenes tomadas, la media del grosor corneal
del grupo tratado es de 432um y la extension, es
decir, la profundidad alcanzada por el tratamiento,
es de 305,6 um (aproximadamente el 70,98% del
espesor corneal)!*®. Con el tiempo, los cambios en
la densidad se hacen menos evidentes, la tendencia
es negativa, indicando que el area de demarcacion

se va desvaneciendo a partir de los 12 meses de
realizado el tratamiento'*®,

Citotoxicidad del tratamiento

Laradiacion ultravioleta de 370 nm actiia como
fotosensibilizante de la riboflavina, en los estudios
de Wollensak et al se estima que la energia adecua-
da es de 3.00 mW/cm? y que produce una apoptosis
de los queratocitos hasta una profundidad de 300
um en el espesor!> 131,

La dosis aplicada durante el procedimiento
crosslinking es de 5,4 J/ cm? durante 1800 sg, lo
que excede los valores de la International Com-
mision on Non-lonizing Radiation Protection
(1 J/em? durante menos de 1000 sg)'*. Si se aplica
la dosis recomendada sobre una cornea virgen, solo
seria filtrada por esta un 30%, llegando a las estruc-
turas oculares una dosis de 2,10 mW/cm?, siendo
absorbida por el cristalino el 50 % y el resto por
la retina'?®. Cuando se aplica la radiacion en una
cornea desepitelizada y embebida en riboflavina,
esta actua como filtro limitando el paso de energia
a 0,09 mW/cm?, cantidad que ya no es toxica para
el resto de estructuras intraoculares'®.

La seguridad del tratamiento tiene mayor
importancia en la existencia o no de dafios en el
endotelio corneal'®. Los estudios realizados deter-
minan que si esta capa se afecta es debido a que la
cornea es excesivamente fina a la hora de realizar
el procedimiento, de ahi que uno de los principales
requisitos de la aplicacion de este tratamiento sea
el control del espesor corneal, que debe ser minimo
400 M1,1,1125, 126, 152, 153.

Los umbrales citotéxicos calculados para
la energia UVA son para los queratocitos de
0,5 mW/cm? produciéndose citotoxicidad en las
270 um superficiales del estroma corneal, y de 0,3
mW/cm? para el endotelio'>!-!%, Estos niveles en el
endotelio solo se alcanzan cuando la cornea tiene
un grosor menor de 350 um, a lo que se anade un
colchon de seguridad de 50 um'** 32, Esto con-
diciona una de las premisas de esta técnica, solo



se puede aplicar en corneas de mas de 400 pm'*>
152153 En un estudio del afo 2010 realizado por
Wollensak en un paciente de 23 afios, la histologia
obtenida muestra una pérdida total de queratocitos
entre los 250-280um en el estroma anterior, mos-
trando una membrana de Descemet y un endotelio
intactos'**, confirmando lo descrito en in vitro y
en animales'? °* 153 y demostrando el alto grado
de seguridad del tratamiento si se cumplen los
requisitos de espesor corneal'?> 12153 En el mis-
mo sentido, Goldich et al evaluan el posible dafio
durante el tratamiento riboflavina/UVA al resto de
estructuras oculares en 14 ojos con queratocono
progresivo'*®. 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 asi como alteracio-
nes en la macula, cambios en su grosor o areas de
hiperreflectividad en la retina'>. Este analisis de
retina se basa en su anatomia por lo que consideran
necesario realizar estudios de electrorretinografia
(ERG) para evaluar su funcionalidad'>.

Es fundamental conocer los posibles efectos
perjudiciales de la radiacion UVA en las estructuras
oculares antes de aplicar este tratamiento'>% 7,

En los afios 80, Ringvold et al realizan diversos
trabajos para evaluar los efectos de la radiacion de
laluz UV en corneas de la especie cunicula en sus
distintas capas y en el humor acuoso'*. Gracias
al uso de la microscopia electronica los resulta-
dos obtenidos demuestran una capacidad notable
de recuperacion de la cornea frente a la agresion
producida por la radiacion'*. Los dafios a nivel
de todas las capas corneales son instantaneos al
igual que la destruccion de los queratocitos, sin
embargo, la recuperacion es integra al cabo de
una semana'>®. Wollensak ef a/ muestran, en el afio
2007, en su trabajo una serie de cortes histologicos
en los que revelan la extension de la apoptosis
en corneas de conejo y como se inicia el proceso
llegando a las 4-6 semanas a la repoblacion de los
queratocitos en el estroma y a la separacion de las
células endoteliales'’.

Cullen et al y Riley et al demuestran en corneas
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de la especie cunicula, un dafio endotelial a largo
plazo tras la exposicion de luz ultravioleta tipo B
(UVB) que es puntual y no acumulativo, incluso
tras exposiciones muy intensas'>*'*. Sin embargo,
plantean la hipdtesis de que una exposicion cronica
a esta radiacion puede acelerar el envejecimiento
fisiologico de la cornea'>® 1%,

En resumen, es fundamental la presencia de
riboflavina para reducir el dano potencial de la
radiacion de UVA sobre el cristalino y retina''.

En el afio 2012, Kanellopoulos muestra su
interés en reducir el tiempo de radiacioén estromal
incrementando el flujo de aplicacion de la luz
ultravioleta, lo que posiblemente puede reducir
la pérdida de queratocitos en el estroma'*’. En su
estudio, los resultados y los efectos adversos ob-
tenidos con el uso de alto flujo de luz ultravioleta
con un tiempo de radiacion mas corto son com-
parables a los obtenidos con el protocolo estdndar
del tratamiento'®. Este autor plantea la hipotesis
de que el uso del protocolo con alto flujo de luz
ultravioleta puede tener un efecto “desinfectante”
reduciendo el riesgo postoperatorio de queratitis
infecciosas'®.

Para seguir evaluando la toxicidad de este
tratamiento, Wollensak et al disefian un estudio
experimental para evaluar el posible dafio que se
puede producir en el epitelio limbal y conjuntival
por una irradiacion accidental'®. Para ello utiliza 6
conejos que divide en 2 grupos: 3 conejos reciben
el protocolo estandar y los otros 3 reciben la radia-
cion UVA y una solucion de dextrano sin riboflavi-
na'®. Se irradian 3 mm del epitelio central corneal
y 3 mm hacia conjuntiva manteniendo en el centro
el limbo corneal'®. A las 24 horas de la aplicacion
se realiza una prueba con fluoresceina para evaluar
el epitelio, y se observa tincion negativa, ausencia
de erosion, epitelio brillante y liso asi como au-
sencia de congestion en la conjuntiva'®’. Se aplica
este intervalo de 24 horas porque estudios previos
confirman que es el pico del tiempo de apoptosis
celular post-radiacion'*3* 157, Una vez realizada
la prueba de tincion de fluoresceina se procede al
sacrificio humanitario de los animales y a la toma
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de muestras para su analisis histologico'®’. En
las tinciones obtenidas no se observan defectos
epiteliales en conjuntiva o limbo ni presencia de
infiltrados'®. En la realizacion de la técnica de
TUNEL, no se aprecian cambios apoptosicos en
queratocitos o endotelio con/sin riboflavina'®’. No
hay efectos citotoxicos en las células'®, mientras
que en crosslinking transepitelial hay apoptosis en
el estroma anterior y un engrosamiento biomeca-
nico mas reducido'®'. La tinica limitacion de este
estudio es la especie utilizada dado que el grosor
epitelial del conejo es de 50-70pum que es similar
al humano, pero no posee membrana de Bowman y
presenta vasos superficiales en el estroma anterior
al limbo!'®,

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 tratamiento'®*. Se aplica
el protocolo estandar'*® a 36 pacientes (72 0jos) y
se registran las respuestas mediante un estesiome-
tro. La recuperacion de la sensibilidad corneal va
aumentando a lo largo de los 6 meses pero no llega
a los mismos valores que antes de la realizacion
del tratamiento'®.

Riesgo térmico del tratamiento

Otra posibilidad de la irradiacion de luz ul-
travioleta (UV) (ademas de las comentadas en el
apartado anterior) sobre la superficie corneal es
el dafio térmico'®. La luz UV es fuertemente ab-
sorbida por el tejido corneal y puede desembocar
en una disipacion de calor por el tejido causando
dano térmico!'®.

La cornea no presenta vasos sanguineos y es
una superficie expuesta al aire de forma continua,
lo que demuestra la importancia de mantener
una temperatura baja durante cualquier cirugia
incluso si es intraocular®. En un estudio realizado

en corneas de conejo en el afio 2005 por el gru-
po de Mencucci et al, se evalua el dafio térmico
producido por la cirugia de cataratas'®*. Segtin los
resultados, las corneas demuestras una tolerancia
a la temperatura hasta alcanzar los 50° C, una vez
sobrepasado este valor, se empieza a observar
una desorganizacion en las fibras de colageno con
un leve edema estromal y signos de dafio en los
queratocitos'®.

Centrando la revision bibliogréfica en el trata-
miento crosslinking, se puede intuir un dafo tér-
mico ya que mientras que la potencia de la fuente
de luz usada se mantiene baja (3 mW/cm?), la du-
racion (30 min) es considerable!®. La irradiacion
UV induce un efecto fotoquimico en la solucion
de riboflavina, sin embargo, no se debe descartar
un efecto térmico como dafio colateral'®:.

En el afio 2004, Spoerl et al describen el
comportamiento termo-mecanico de corneas de
ojos enucleados de la especie porcina someti-
das a crosslinking en base a la temperatura de
contraccion de las fibras de colageno (75°)'42.

Corvi et al, describen una idea en el afio 2006
para controlar el dafio térmico'®. La realizacion de
una monitorizacion termografica in vivo con méto-
dos no invasivos durante cualquier tipo de cirugia,
ya sea refractiva o intraocular'®. Esta adquisicion
de imagenes térmicas no altera la temperatura del
0jo y permite un analisis de la distribucion del
calor en la superficie corneal a tiempo real en los
puntos seleccionados por el cirujano'®.

El primer trabajo realizado in vivo en cérneas
humanas se realiza en el afio 2007, en el que
Mencucci et al realizan un estudio para evaluar
el dafio térmico que puede producir la radiacion
UVA en la superficie corneal usando termocamaras
infrarrojas de superficie'*®. En ninguna fase del
experimento se supera la temperatura umbral de
dafio térmico concluyendo que este procedimien-
to es seguro y que no causa dafios térmicos en la
superficie corneal ',



Modificacidn en la resistencia

El efecto biomecanico que produce esta técni-
ca en la cornea se ha medido usando equipos de
tension y estrés de biomateriales y muestra unos
resultados de 328,9 % en corneas humanas y un
71,9 % en corneas de cerdo'*. El hecho de que se
produzca un mayor efecto biomecanico en cérneas
humanas se debe a que el entrecruzamiento que
produce el procedimiento crosslinking es maximo
s6lo en las 300 um anteriores y las cérneas huma-
nas tienen un espesor de 550 um, frente a las cor-
neas porcinas que poseen un espesor de 850 um!'?,
En el afo 2009, el mismo grupo de trabajo realiza
un estudio similar para evaluar a medio-largo plazo
las propiedades biomecanicas que obtiene la cor-
nea de conejo in vivo tras recibir la combinacion
de riboflavina/UVA'®’, Se utilizan 9 conejos a los
que se les aplica el tratamiento en el ojo derecho
manteniendo el ojo izquierdo como control'®’. Las
muestras se toman a los 3 y 8 meses de la aplica-
cion del crosslinking'®’. El grosor corneal de las
muestras tratadas fue significativamente menor
(4084+20um) que el obtenido en el grupo control
(422+12um), asi como una fuerza biomecénica
mayor por un incremento de la rigidez corneal que
se mantiene hasta los 8 meses'®’. Concretamente
el efecto crosslinking produce un incremento de la
rigidez corneal del 85%'%7, mientras que en cerdo
es de 70% y en humana del 320%"°. El reducido
efecto en corneas de conejo respecto al producido
en humana puede explicarse por las propiedades
intrinsecas de la matriz de colageno en estos
animales y por el coeficiente de absorcion de la
riboflavina en humanos (coef. absorcion 70) que
es mayor que en conejos (coef. absorcion 63)!123167,

La estabilidad biomecénica que produce el tra-
tamiento crosslinking puede ser explicada por los
cambios en la estructura terciaria de las fibras de
colageno (creacion de nuevos enlaces)'®. Carlson
et al, en el afio 1988, realizan un trabajo en el que
se sumergen corneas de la especie cunicula en una
solucion enzimdtica compuesta exclusivamente
por pepsina'®®. Los resultados se analizan por me-
dio de la utilizacion de la microscopia electronica,
mostrando una pérdida del entrecruzamiento de las
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fibras paralelas y dejando s6lo unas pocas fibras
de colageno intactas en el estroma'®.

Para evaluar el incremento de rigidez que
produce el tratamiento crosslinking, el grupo de
Spoerl et al, disenan un estudio en el afio 2004 para
determinar la resistencia de corneas de la especie
porcina tratadas con este procedimiento frente a
una solucion de enzimas colagenasas, y para com-
pletar la evaluacion de la eficacia del tratamiento,
se completa el panel enzimatico utilizando pepsina
y tripsina'“,

Para la digestion enzimatica por tripsina es ne-
cesario desnaturalizar previamente mediante el uso
del calor las fibras de colageno ya que la digestion
por tripsina es solo posible después de esa desna-
turalizacion parcial de las regiones helicoidales
del colageno'*. Debido a esto, el tiempo empleado
en la digestion por tripsina fue menor que en las
otras dos digestiones debido presumiblemente a
que los puentes de las fibras de colageno estaban
parcialmente destruidos antes de la digestion'*.

En las secciones histologicas, se detectaron
cambios en el estroma posterior donde el grado
del efecto crosslinking es mas bajo debido a la
reduccion del 95 % de la irradiacion que se produce
por la absorcion de la misma a lo largo del estroma
corneal'*®. Como conclusion en este estudio se
obtiene un incremento en el tiempo de digestion
de las muestras corneales 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 estroma'*®.

Estos ultimos datos refuerzan la teoria del
uso del crosslinking para las tlceras corneales'®,
especialmente las melting, dado que uno de los
principales mecanismos en esta patologia es el
incremento de la actividad colagenolitica®.

En el afo 2004, y ya en el animal vivo, este
grupo de trabajo, demuestra un incremento en el
diametro de las fibras de colageno en corneas de la
especie cunicula del 12,2 % (3,96 2,5 nm)'"°. El
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objetivo de este estudio es el de evaluar el efecto
directo del procedimiento crosslinking sobre el
diametro de las fibras de colageno de la cornea
del conejo'™. Utilizan 10 animales de la especie
cunicula de la raza Neozelandesa a los cuales les
aplica la riboflavina seguida de la irradiacion con
luz UVA en el ojo derecho manteniendo el ojo
izquierdo como control'”’. Comparando los ojos
tratados con los ojos control, frente al incremento
del 12, 2% en el didmetro de las fibras de la parte
anterior del estroma, comentado anteriormente, los
resultados muestran solo un incremento del 4,6%
(1,63 £ 1,45nm) en las fibras de la parte posterior
del estroma!”. 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 didmetro de las fibras en la
parte anterior del estroma comparado con la parte
posterior'”,

Gracias a este estudio se asume que el tra-
tamiento crosslinking, aparte de la creacion de
nuevos enlaces entre moléculas, es capaz de in-
crementar el didmetro de las fibras de coladgeno,
ayudando con esto al incremento de la estabilidad
biomecanica de la cornea'”’, estabilidad que Ca-
porossi et al establecen en un 92% de los casos
de queratocono realizados'’'. La explicacion del
mayor efecto en la parte anterior del estroma se
debe a la pérdida de accion conforme avanza la
irradiacion desde anterior a posterior, llegando a
este s6lo un 5% de la misma'™.

En el afio 2010, Mencucci et al evalian los
efectos del tratamiento crosslinking en los quera-
tocitos y en las fibras de coldgeno en 15 botones
corneales de la especie humana'’?. El analisis in-
munohistoquimico del colageno tipo I demuestra
un incremento significante en el didmetro de la
fibras de colageno que han recibido el tratamiento
crosslinking!”. En cuanto a la poblacion de que-
ratocitos, los autores informan que inicialmente
este tratamiento produce un dafio en este tipo
celular pero que a los 6 meses de su aplicacion se
observa una repoblacion de queratocitos llegando
a igualarse a la poblacion en una cornea sana'’.

Para evaluar los posibles cambios en la
cohesion interlamelar después de la aplicacion del
tratamiento crosslinking, Wollensak et a/ disefian
un estudio en el afio 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 aplicacion de crosslinking estandar, un grupo
tratado con crosslinking hipoosmolar (riboflavina
sin dextrano), un grupo con la cornea “tumefacta”
(24 h en suero salino) sin crosslinking, un grupo
tratado con formaldehido y un grupo tratado con
alfa-amilasa (estos dos ultimos sin aplicacion de
crosslinking)'”. Los resultados de este estudio
muestran que el grupo crosslinking no tiene un
efecto significativo de cohesion interlamelar en
el estroma anterior'”. Los entrecruzamientos son
principalmente intra e interfibrilar, pero no inter-
lamelar'”. Ese mismo afio, McCall et al revelan
que los entrecruzamientos de coldgeno inducidos
por el tratamiento crosslinking se basan en enlaces
covalentes quimicos que incluyen grupos carbo-
nilos y aminos'”.

En un estudio elaborado por Akhtar et al se
comparan muestras de cornea sanas, de corneas
queratoconicas y de corneas queratoconicas trata-
das con riboflavina/UVA?!. Se realiza un analisis
a nivel estructural que determina una mejoria en
la distribucion de las fibras de colageno, el didme-
tro de las mismas y el espacio interfibrilar en las
corneas queratoconicas tras la aplicacion del trata-
miento crosslinking®'. Se evidencia una estructura
de disposicion horizontal de las lamelas de cola-
geno de las muestras tratadas, frente a la estruc-
tura de disposicion ondulada que adoptan en una
cornea queratoconica, asi como una distribucion
uniforme y conectadas entre ellas con filamentos
de proteoglicanos, confirmando de esta forma el
efecto del tratamiento crosslinking en el estroma®'.
El didmetro observado en las fibras de coldgeno
de las fibras que han recibido el tratamiento es
significativamente mayor que las cdrneas quera-
toconicas sin tratamiento’'. Mientras que las fibras
de colageno de las corneas queratoconicas tienen
un rango de 15-25 nm, la mayoria de las fibras de



colageno de las corneas sanas y queratoconicas con
tratamiento crosslinking tienen un rango de didme-
tro aproximado de 20-30 nm®'. Segun los autores,
los resultados clinicos y analisis estructurales
realizados a las corneas queratoconicas sometidas
a tratamiento crosslinking sugieren que dicho tra-
tamiento transforma la arquitectura del estroma de
las corneas patoldgicas en estroma corneal sano,
aunque sefialan la importancia de realizar mayor
numero de estudios en este sentido®'.

Uso de la riboflavina

La riboflavina o vitamina B, tiene una formula
empirica de C;H,ON,O, y al disolverse en el agua
toma una coloracion entre naranja y amarillo'?.
Su pico de absorcion maxima es a 370 nm'* 175,

Formula de la riboflavina

Tiene una mision doble, por una parte va a ser
activada por la radiacion ultravioleta (producien-
do liberacion de radicales libres) y por otra actia
como un filtro de las radiaciones UVA permitiendo
que solo un 5 % de la energia aplicada pase a las
estructuras intraoculares, evitando de esta forma el
dafo térmico de la membrana de Descemet y del
endotelio'?. Para que la riboflavina sea adecuada-
mente absorbida debe retirarse el epitelio'”*'"". En
la solucién que se aplica de riboflavina se incor-
pora dextrano al 20 % para mantener la presion
osmotica de la cornea desepitelizada e impedir
modificaciones de grosor'?. En el afio 2010, Wo-
llensak et al, valoran el papel del film preocular
de la riboflavina sometiendo botones corneales
de donantes humanos y cdrneas porcinas post-
mortem a diferentes soluciones de riboflavina:
solucion estandar con dextrano (grosor film de
70um), solucion de riboflavina con metilcelulosa
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(grosor film de 300um) y solucion de riboflavina
hipoosmolar sin dextrano (grosor film de 40um)'”,
El film de riboflavina es vital en la absorcion y
blindaje de la luz UVA lo cual es esencial para el
endotelio'”. La absorcion de luz UVA es similar
en los tres tipos de soluciones, aunque el dextra-
no tiene un débil efecto deshidratante en cornea
humana, las cérneas artificialmente engrosadas
puede perder efecto biomecanico y la solucioén
hipoosmolar puede poner en riesgo el endotelio si
el estroma tiene un grosor artificial de 400pum'”®.
Los autores concluyen que el tratamiento con la
solucidn estandar de riboflavina es la mas estable
y confiable!”.

Kapasi et al en el afio 2012, plantean un estudio
en el que comparan la forma tradicional de retirada
del epitelio de forma mecanica (con una hemos-
teta) con la utilizacion de la PTK en 34 pacientes
que se someten a tratamiento crosslinking'”. En
el grupo de PTK-crosslinking (17 ojos) se obtiene
una media de espesor de 477+7,1 um mientras que
en el grupo de crosslinking con retirada tradicional
del epitelio tiene una media de 489+5,6 um'”. La
PTK se ajusta para una profundidad de 50um'”.
A la semana de aplicacion del tratamiento en
ambos grupos se observa una resolucion epitelial
completa'”. 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 mas estudios con mas tiempo de
observacion'”.

En los ultimos afios ha surgido el debate so-
bre la necesidad real de retirarse el epitelio, mas
con la aparicion de una riboflavina transepitelial
que puede ser absorbida por el epitelio'®. Segin
defendio 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
fiables!® 81 La desepitelizacion que se realiza
para la aplicacion del protocolo estandar conlleva
aparicion de dolor, sensacion de cuerpo extrano y
disconfort'®. Ademas, el debridamiento epitelial
reduce el espesor total corneal y puede conllevar
graves repercusiones en las corneas extremada-
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mente finas'??,

Se han realizado una serie de estudios para
mejorar la permeabilidad de la riboflavina a tra-
vés de un epitelio corneal intacto'®! 133185 En el
2010, Leccisotti et al, utilizan una combinacion
de gentamicina, cloruro de benzalconio (BAC)
y EDTA previa a la utilizacion de la solucion de
riboflavina transepitelial'®'. Los resultados ofrecen
una mejoria 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 estandar'®'. Ese mismo
ano, Kissner et al, disefian un estudio experimen-
tal en 32 cérneas de conejo para evaluar el efecto
biomecanico del método crosslinking dejando el
epitelio intacto (epi-on) y aplicando cloruro de
benzalconio a diferentes concentraciones'®. Los
coeficientes de absorcion, los valores de tension y
modulo de Young y la resistencia a la digestion en-
zimatica de las soluciones con BAC incrementaron
significativamente respecto al grupo de solucion
de riboflavina estandar'®. El grupo de tratamien-
to con concentracion de BAC al 0,02% induce
suficiente permeabilidad epitelial, comparable al
protocolo estandar'®. Raiskup et al, realizan en el
2012 un estudio similar en 36 corneas de conejo
valorando también diferentes concentraciones de
cloruro sodico (NaCl), obteniendo como resulta-
do que la solucion de riboflavina + 0,01% BAC
+ 0,44% NaCl incrementa la permeabilidad's*.
Otras estrategias que se plantean para mejorar
la permeabilidad incluyen la realizacion de mi-
croabrasiones corneales, colocacion de esponja en
saco conjuntival como deposito de riboflavina y
prolongar el tiempo de induccion de la misma'®.

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

obtenidos fueron los siguientes's¢:

» Epitelio: las células basales poseen bordes
irregulares y la reflectividad intracelular esta
incrementada. A los 3 meses va bajando esa
reflectividad para tener a los 6 meses un patron
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 140um, confinado a estroma
anterior, y en algunos casos no excede de 50
pum. El edema corneal presente a los 15 dias va
bajando y empieza una modesta repoblacion.
A los 3 meses no hay presencia de edema y
se ha producido una completa repoblacion de
queratocitos, a los mismos tiempos que en los
estudios de Mencucci et al'*’. A los 6 meses no
se aprecia ningun cambio.

* Endotelio: no varia el nimero de las células
endoteliales ni el patron de mosaico.

El efecto téxico se produce por fotonecrosis
y apoptosis, no se pierden nervios estromales a
diferencia del tratamiento estdndar (con retirada
del epitelio), aunque en este ultimo regeneran
rapidamente'®. En esta modalidad transepitelial
no se aprecian las bandas en el estroma que se
observan en el tratamiento estandar como signo
de colageno renovado y compactacion lamelar'®e.
Los autores concluyen que la penetracion mas
reducida e irregular de la solucion de riboflavina
puede limitar el efecto biomecanico reduciendo
asi la posibilidad de estabilizar el queratocono a
largo plazo'®. Se necesitan mas estudios en esta
direccion para lograr una mayor homogeneidad
de penetracion'® y su concentracion'®®, asi como
la valoracion de la extension y los efectos biome-
canicos que conlleva'®’.

Filippello et al presentan en el afio 2012 un
estudio de 20 pacientes con queratocono bilateral
progresivo a los que se les aplica el TE-CxL (so-
lucién riboflavina+EDTA) en un ojo, manteniendo
el ojo contralateral como control sin tratamiento!s3,



Los pacientes fueron examinados semanalmente
durante 1 mes y posteriormente alos 3,6, 12y 18
meses'®. El 40% de los pacientes presenta hipe-
remia y sensacion de cuerpo extrafo las primeras
24 horas postoperatorio que remiten espontanea-
mente'®®. En general en los ojos tratados hay una
mejora significativa en agudeza visual y querato-
metrias frente a los no tratados donde se observa
una tendencia al empeoramiento'®®. Los autores
concluyen en la idoneidad de esta modalidad para
evitar la debridacion epitelial en pacientes pedia-
tricos, no cooperantes y corneas delgadas con un
grosor aproximado de 380um'®. Estos pacientes
se someten a microscopia confocal para evalua-
cion de las capas corneales'. A las dos semanas
de aplicacion 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 meses'®. Se detecta
una linea de demarcacion 60um por debajo de la
membrana de Bowman a los 6 meses'®.

La aplicacion de la solucion de riboflavina
transepitelial tiene 3 principales limitaciones: la
penetracion de la radiacion UVA es limitada, la
penetracion de la riboflavina no es homogénea'”
y se utiliza la misma potencia de luz UVA que en
protocolo estandar”!. En un estudio realizado en
el ano 2013 por Caporossi ef al en pacientes con
historial de queratocono progresivo, se observa
como el crosslinking transepitelial no produce
una mejoria significativa a los 24 meses de su
aplicacion, llegando a tener valores similares a
los preoperatorios en incluso en algunos casos
necesitando un tratamiento'’!. Con estos resulta-
dos, consideran que este procedimiento puede no
fortalecer suficientemente la cornea para producir
una estabilidad a largo plazo, tal y como si aporta
el tratamiento estandar en la actualidad™'. No obs-
tante parece mas indicado en pacientes mayores
de 26 afios y con un grosor corneal de menor de
400pm™*.

Un estudio mediante imagen confocal e inmu-
nofluorescencia en ojos enucleados de porcino
y realizado por Bottds ef al, en el afio 2008, de-
muestra que sin previa desepitelizacion corneal, el
crosslinking no afecta a la organizacion del colage-
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no tipo I, confirmando de esta forma la funcion de
barrera a la riboflavina que realiza el epitelio'**. La
necesidad de la desepitelizacion 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 erosionado'””- %>

La tincién amarilla intensa de la cdmara an-
terior sirve como un rasgo de seguridad, ya que
indica que la riboflavina ha penetrado totalmente
la cornea y por tanto ésta esta saturada'”’. En los
casos en los que no se ha desepitelizado se observa
una coloracidon amarillenta ligera o casi nula en la
camara anterior, lo que hace dudar de una cérnea
saturada de riboflavina y que esta pueda ejercer su
funcion protectora'®?. No obstante son necesarios
mas estudios sobre la seguridad y la efectividad
del método transepitelial'®!.

Cuando se produce la desepitelizacion en la
cornea previa a la aplicacion de la riboflavina, se
obtienen imégenes (por medio de la utilizacion
de la microscopia confocal) que muestran que-
ratocitos muertos en la parte anterior del estroma
y queratocitos sanos en la parte posterior'”>. La
frontera que se marca entre estas dos capas es
visible a la [ampara de hendidura, y se denomina
linea de demarcacion'.

Si se detectan queratocitos muertos puede de-
berse a la generacion de radicales suficientes para
causar la muerte de estas células y para la creacion
de nuevos enlaces en el estroma anterior'*?. Cuando
no se desepiteliza la cornea, no se observan quera-
tocitos muertos ni se aprecia una linea de demarca-
cion con la lampara de hendidura'. Los célculos
realizados si muestran un aumento exponencial de
la polimerizacion al aumentar la concentracion de
riboflavina en el estroma corneal'”. Esto lleva a
pensar que incluso en corneas con epitelio intacto
pueden producirse reticulaciones, pero la cantidad
de enlaces creados, y por consiguiente, el aumento
de la rigidez corneal serdn menores que con la
técnica habitual, ya que la saturacion del estroma
con riboflavina es menor!'*~.
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Resultados parecidos a estos obtienen Baiocchi
et al, en el afio 2009, en un estudio en el que de-
muestran que las concentraciones de riboflavina
incrementan con el tiempo de exposicion sélo si
el epitelio se retira'”.

Recientemente, surge un nuevo protocolo
usando una solucion de riboflavina hipoosmolar
(sin dextrano en su composicion) que se ha de-
sarrollado para el manejo de las corneas finas'®.
En el estudio desarrollado por Hafezi et al, la
solucion hipoosmolar consigue un incremento
de grosor en las corneas delgadas, permitiendo
de esta forma realizar el tratamiento crosslinking
y detener la progresion del queratocono'. No
obstante, cabe sefialar que las corneas a tratar con
este nuevo protocolo deben tener un minimo de
grosor estromal de 323 pm dado que se registran
fallos en el tratamiento crosslinking en casos de
corneas extremadamente delgadas'®®. Otra opcion
a valorar es la posibilidad de que disminuya el
efecto biomecanico de las corneas artificialmente
engrosadas dada la bajada de concentracion de las
fibras de colageno'”. Raiskup et al, en el ano 2011,
informan de que un afno después de la aplicacion
del tratamiento crosslinking con la riboflavina
hipo-osmolar las corneas tratadas presentan esta-
bilidad y mejoria en el espesor corneal'®.

Una nueva tendencia en la aplicacion de la
riboflavina es la inyeccion intraestromal'’. En el
afno 2012, Kili¢ et al presentan una serie de 105
pacientes con historial de queratocono (131 ojos)
en los que se realiza la creacion de unos canales
intraestromales con laser femtosegundo para la
implantacion de los ICRS!’. Una vez realizados
los canales, se procede en primer lugar a la inyec-
cion de la solucion de riboflavina hasta que pase
los 360° y posteriormente a la implantacion de los
anillos'’. Una vez terminado este paso se proce-
de a la aplicacion de riboflavina en la superficie
corneal y la aplicacion de radiacion UVA'. La
combinacion de crosslinking con implantacion de
ICRS anade rigidez y fuerza a la cérnea y para la
progresion de la enfermedad'’. Los autores consi-
deran que puede ser una técnica segura y efectiva
dado que la inyeccion directa de la riboflavina en
los canales produce una mayor penetracion, puede

incrementar el efecto del crosslinking y producir
menos haze en cornea central'’’.

Otra de las estrategias de administracion de la
solucion de riboflavina es la utilizacion de laser
femtosegundo para la creacion de un bolsillo in-
traestromal para la administracion de riboflavina'®.
Se realiza en 10 pacientes con 0jos queratoconicos
tempranos un bolsillo de 7 mm de didmetro a una
profundidad de 100um para la administracion de la
solucion de riboflavina y se procede a la radiacion
de la superficie con unos parametros de flujo alto
(7 mW/cm?) durante 15 minutos'*®. Se reduce el
valor k maximo, no hay progresion de ectasia y no
se presentan cambios significativos en el contaje de
células endoteliales'®. El grosor corneal esta mas
delgado inicialmente pero vuelve al nivel preope-
ratorio los primeros 18 meses'*®. No se produce un
efecto biomecanico negativo'®.

En el afio 2014, Wollensak et al presentan
un estudio comparativo para evaluar el efecto
biomecanico en corneas porcinas'”. Se emplean
40 ojos divididos en 4 grupos: grupo 1 no recibe
tratamiento, grupo 2 recibe el tratamiento crosslin-
king estdndar, grupo 3 se realiza la técnica de
bolsillo con laser femtosegundo y grupo 4 donde
se realiza la técnica de bolsillo seguida de la apli-
cacion de riboflavina'®. El efecto biomecanico
que se produce utilizando la técnica de bolsillo
es aproximadamente el 50% menos pronunciado
que el efecto que se produce con el crosslinking
estandar. Se necesitan mas estudios para mejorar
ese escaso efecto biomecanico.

Complicaciones del tratamiento

A pesar de que el grupo de investigadores de la
Universidad de Dresden no describe ninguna com-
plicacion 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 cornea*-2%,



Kymionis et al, en el afio 2007, sehalan que,
a pesar de los esperanzadores resultados obte-
nidos hasta la fecha, el tratamiento crosslinking
no es un procedimiento exento de riesgos y
complicaciones®”. Este grupo de trabajo describe
una queratitis herpética tras la aplicacion de la
riboflavina/UVA en una cornea de la especie hu-
mana®”. A raiz de estos se cree que la irradiacion
de la luz UVA es un potente estimulo que puede
inducir la reactivacion de infecciones herpéticas
latentes incluso en pacientes que no han desarrolla-
do historial clinico de infecciones por herpesvirus
ocular’®. Como causas de esta reactivacion aparte
de la irradiacion también describe el trauma cor-
neal de la desepitelizacion como factor de riesgo®”.

Este mismo grupo de trabajo, describe también
en ese afio un caso de queratitis lamelar difusa
(DLK) en un paciente de 27 afios con una cirugia
de LASIK practicada 4 afos antes®'. Al primer dia
post-crosslinking refiere una alta sensibilidad a la
luz y al examen mediante lampara de hendidura
se detectan infiltrados inflamatorios periféricos*’'.
Se postulan varios factores del crosslinking como
desencadenantes de la DLK, tales como la retirada
de epitelio y la luz UVA?"', La retirada del epitelio
puede conllevar a la produccion de citoquinas que
estimulan a los queratocitos a producir sustancias
que atraen a las células inflamatorias causando
esos infiltrados que se describen®'.

Pérez-Santoja et al describen en el afio 2009 un
caso de una paciente de 29 afios que ha sido tratada
con riboflavina/UVA por un queratocono progre-
sivo?™. A los dos dias de realizado el tratamiento
se presenta con fotofobia, vision borrosa, nddulos
blancos y defectos epiteliales®®. Tras un raspado se
aisla Staphylococcus epidermidis que responde al
tratamiento médico de forma rapida con regresion
de la inflamacion y de los infiltrados®”. A los 5
meses la paciente tiene un ligero haze y un grosor
corneal de 405um?®, Los autores consideran que,
dado que la cornea tarda de 2 a 5 dias en curar
completamente, la cornea comprometida ha sido
el factor predisponente por una contaminacion
intraoperatoria o postoperatoria temprana®”. En la
misma linea, Arora et al presentan un caso de un
paciente de 8 afios con adelgazamiento central cor-
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neal, grosor de 413um y cicatrices estromales con
historial de queratoconjuntivitis vernal (VKC)?%.
Se le aplica el tratamiento crosslinking y a las 24
horas se presenta una fotofobia severa acompafada
de vision borrosa, infiltrado estromal y precipita-
dos queraticos que se resuelven instaurando un
tratamiento médico con corticoides?. Entre los
factores que formulan los autores como predis-
ponentes se encuentran la aplicacion de antiin-
flamatorios topicos, una respuesta variable a la
luz UVA, sobre-exposicion a las radiacion, edad
0 queratoconjuntivitis vernal; siendo estos dos
ultimos los que ganan mas peso®®.

Mazzotta et al, por medio del uso de la micros-
copia confocal refieren dos casos de corneas quera-
toconicas 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 aplicacion de la riboflavina/UVA?’.
Este grupo de trabajo describe ese haze estromal
como una hiperdensidad de la matriz extracelular
con edema que conlleva la pérdida de vision del
paciente”’.

En otros estudios, se remarca la diferencia
entre la aparicion de un haze tras aplicacion de
PRK, de aparicion estrictamente subepitelial?®,
y un haze post-crosslinking el cual se extiende
en el estroma anterior a una profundidad de 300
um (aproximadamente el 60%)!44 20720210 T g
naturaleza del haze post-crosslinking no esta del
todo determinada pero estos autores lo relacionan
con la profundidad del tratamiento y la pérdida de
queratocitos®”-2!!, En estudios ex vivo, Wollensak
et al demuestran que la aplicacion del crosslinking
lleva consigo una inmediata pérdida de querato-
citos en el estroma corneal'*® mientras que Maz-
zotta et al en el ano 2007 detallan, con un estudio
de microscopia confocal, que la repoblacion de
queratocitos se inicia a partir de los dos meses de
aplicacion del crosslinking siendo casi completa
a los seis meses®'?. Es posible que esta activacion
de la poblacion de queratocitos contribuya al de-
sarrollo del haze asociado a crosslinking?07-212:213,

Koller et al refieren un estudio realizadoen 117
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ojos de 99 pacientes con corneas queratocoOnicas
en el que registra un ratio de fallo del 7.6% al afo
de seguimiento®''. Los autores identifican que
edades superiores a 35 afos, grosores de cornea
menores de 400 um y lectura queratométrica maxi-
ma de 58 D son factores de riesgo para posibles
complicaciones del tratamiento crosslinking y
sefialan la importancia de respetar estos criterios
de inclusion para reducir la tasa de complicacion
del crosslinking?!'. Unos criterios mas exigentes
son los que proponen Greenstein ef al/ en el afno
2013, tras un estudio en 104 ojos en los que se
aplica el tratamiento crosslinking?'*. Una vez eva-
luados los efectos del tratamiento, seleccionan los
criterios preoperatorios favorables a unos buenos
resultados, siendo éstos: historial de progresion de
queratocono, CDVA preoperatoria de 20/40 o peor,
y valor k maximo de 55,0 D o mas?'*. No obstante
no hay factores preoperatorios que sean predictivos
de un fallo del tratamiento crosslinking?'.

En la bibliografia consultada sobre posibles
complicaciones del tratamiento, Labiris et al
refieren un caso de melting corneal posterior al
tratamiento crosslinking en una cornea querato-
conica asociado con una respuesta inflamatoria
aguda?’. En la revision a las 24 horas se detecta
en el ojo tratado una intensa fotofobia, enrojeci-
miento asi como agudeza visual disminuida?'>.
Refieren un severo haze acompafianado de preci-
pitados endoteliales y cé€lulas inflamatorias en la
camara anterior’’>. La cornea presenta una lenta
reepitelizacion y que resulta en un descemetocele
que requiere una queratoplastia penetrante a los
dos meses del tratamiento crosslinking?"”. Para
intentar entender las causas de esta reaccion los
autores realizan pruebas de hipersensibilidad a
la riboflavina asi como cultivos para evaluar una
posible contaminacioén, ambas pruebas tienen un
resultado negativo, concluyendo el estudio sin
encontrar las causas de la reaccion de la cornea y
sefalando la importancia de realizar mas estudios
dirigidos a la seguridad del crosslinking sobre el
tejido corneal®’.

En los ultimos afios se empiezan a registrar
casos de dafio endotelial posterior a la aplicacion
del tratamiento crosslinking. Gokhale en el afo

2011, publica un caso de dafio endotelial severo
tras la aplicacion de riboflavina/UVA en un pa-
ciente de 37 afios con queratocono progresivo y
un grosor corneal de mas de 400um?*'°. El paciente
recibe el tratamiento estandar de crosslinking'*®,
y presenta un edema corneal masivo al mes de su
aplicacion?'®. Se instaura un tratamiento médico
de corticoides hasta que se resuelve el edema a
los 6 meses post-crosslinking®'é, Se observa una
cicatriz en forma de anillo y una disminucion en
el contaje de células endoteliales®'®. Este autor
concluye en su estudio que el grosor corneal no
es el tnico factor a tener en cuenta para prevenir
el dafio endotelial®'®.

En el afo 2012, Bagga et al reportan un caso
de un paciente de 18 afios con queratocono pro-
gresivo en el ojo derecho que se ha sometido a un
tratamiento crosslinking y a los 20 dias presenta
un edema de moderado a severo, precipitados
queraticos pigmentados, un espesor de 514um y
la pupila dilatada y fija*'’. 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 1000um?'”. A los 6 meses, el
iris presenta parches atréficos, el edema corneal
es severo, la pupila persiste dilatada, y se ha desa-
rrollado una bulla epitelial*'’. Se deriva el paciente
a la realizacion de una queratoplastia penetrante
y la muestra se envia a histologia?'’. En el corte
histologico de la muestra se observa una pérdida
generalizada de las células endoteliales®'’. Los
autores plantean una serie de posibles factores que
pueden haber hecho que este paciente presentase
este dafio endotelial como por ejemplo una sobre-
exposicion a la radiacion por emisor de luz UVA
demasiado cercano a la superficie ocular, una
poca focalizacion de la fuente de luz o incluso,
una deshidratacion de la cornea o adelgazamiento
excesivo del espesor por la retirada del epitelio®!”.
Consideran que es indispensable el estudio a largo
plazo de sus efectos colaterales, para poder con-
cretar los criterios de seleccion de los pacientes®!”.

Ese mismo afio, 2008, Lange et a/ también pu-
blican un caso de afectacion de endotelio corneal



en un paciente de 31 afios con historia de quera-
tocono progresivo bilateral tras la realizacion de
riboflavina/crosslinking?'®. 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 endotelial?'®. 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 vision?'®, Dado que no hay un contaje
previo de células endoteliales los autores no pue-
den atribuir el dafio endotelial al crosslinking; dado
el grosor reducido (tras retirar 50um de epitelio
se queda con menos de 400um), la localizacion
posterior de la cicatriz y el reducido contaje endo-
telial consideran que puede deberse a una sobre-
exposicion a la radiacion aunque no descartan la
presencia de una inflamacion predescemética que
también puede conllevar a una pérdida de células
endoteliales®'®.

Indicaciones del tratamiento

Derakhsan et al disefian un estudio para eva-
luar la efectividad de este tratamiento de primera
eleccion en 31 ojos de 22 pacientes con queratoco-
no temprano?". 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 um)?". 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 postoperatorio®”. Los
autores confirman la necesidad de mas estudios
para establecer el tiempo adecuado de aplicacion
del tratamiento crosslinking, dado que los cambios
producidos a medio plazo en pacientes con quera-
tocono temprano son mas leves que los obtenidos
en pacientes con un queratocono mas avanzado®'.
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 meses?’. En ambos grupos la
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progresion se detiene en un 91% y disminuye la
paquimetria corneal®”’. El mayor aplanamiento
de la cornea se produce en el grupo de pacientes
con queratocono avanzado, de esta forma la es-
tabilizacion que produce el tratamiento es mayor
(93%) en pacientes con queratocono en estadios
mas avanzados®?. De forma contraria, Arora et al,
en su estudio sobre la aplicacion 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 curvatura®'.

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 continia durante un periodo de 6
afios e informan de una detencion de la progresion
del queratocono asi como una mejora en la agudeza
visual'?*. La estabilizacion a largo plazo de las cor-
neas queratoconicas post-crosslinking, sin efectos
colaterales significantes, también es demostrada en
un estudio de 44 ojos con un seguimiento de 48
meses realizado por Caporossi ef al'”'. En la misma
linea, en cuanto a estudios a largo plazo, Poli et al
describen un estudio de 78 ojos en los que la me-
joria en la agudeza visual a los 3 afios junto con
una detencion de la ectasia hacen su consideracion
como tratamiento de primera eleccion?.

Uno de los temas mas ampliamente discutidos
sobre la aplicacion del tratamiento crosslinking
en queratocono es la edad del paciente. El diag-
nostico de queratocono en edad pediatrica es un
factor prondstico negativo con un incremento
de la probabilidad de necesitar un trasplante de
cornea’”. Concretamente, los pacientes jovenes
se consideran una poblacion de alto riesgo por
presentar una progresion mas rapida de la enfer-
medad'?>?2, Caporossi et al, en su estudio, realizan
un analisis funcional del efecto del crosslinking
en tres grupos de edad diferente (<18 afos, entre
19-26 afios y >27 afios) de pacientes afectados por
queratocono progresivo??*. Un total de pacientes
de edades comprendidas entre 10 y 40 afos se
someten a un tratamiento crosslinking (en total
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516 ojos) siguiendo el protocolo de Siena'*. Los
resultados funcionales del grupo pediatrico son
levemente mejores, pero sin diferencias signifi-
cativas con respecto al grupo intermedio (19-26
afios), mientras que el grupo >27 afios muestra
una respuesta positiva pero de baja calidad com-
parada con el resto**. La capacidad efectiva del
tratamiento crosslinking es del 90% en los grupos
correspondientes a edades menores de 26 afios***.
En pacientes de >27 afos, la baja respuesta al tra-
tamiento puede ser explicada por una plasticidad
reducida del coldgeno en la edad adulta, ya demos-
trado en la literatura®. El tratamiento crosslinking
en >35 afios puede resultar menos efectivo y con
mas fallos y complicaciones, como ya defendie-
ron Koller et al’''. Los autores concluyen que el
tratamiento crosslinking sin la retirada de epitelio
deberia ser la primera eleccion en queratoconos
progresivos en pacientes <26 afios con al menos
400pm en su punto mas delgado?*. En su estudio
prospectivo de aplicacion de tratamiento transepi-
telial con 22 pacientes queratoconicos de 15,7+2,1
de media de edad y >400um, Salman observa que
se produce un aplanamiento por reduccion del
valor k apical a los 12 meses del tratamiento pero
considera que puede ser poco tiempo para ver una
posible reversion®*.

Ademas de su utilizacion ampliamente descrita
en el queratocono®* ¥, el tratamiento crosslinking
esta siendo utilizado en la actualidad para otro tipo
de queratectasias, las ectasias especiales (distrofia
de Fuchs)**®, degeneracion marginal pelucida’?,
queratopatia bullosa** 2! ¢ incluso alteraciones
de la cornea (tlceras)'®.

Kymionis ef al describen en el afio 2009 la
aplicacion simultanea de PTK mas tratamiento
crosslinking en una paciente de 34 afios con de-
generacion marginal pelucida progresiva bilateral,
que a los 12 meses de la aplicacion del tratamien-
to presenta una mejoria en la agudeza visual de
ambos 0jos asi como una mejora en la topografia
corneal?®”’. Dado el efecto antiedematoso suge-
rido por Wollensak et al, en el afio 2007'%, este
mismo grupo de trabajo amplia la aplicacion del
tratamiento crosslinking a las queratopatias bu-
llosas en un intento de reducir ese edema corneal

cronico caracteristico®’. En su estudio, una serie
de 3 pacientes con queratopatia bullosa reciben
riboflavina/UVA previa deshidratacion con gluco-
sa al 40%>°. A lo largo de 8 meses disminuye el
grosor corneal (una media de 93+14,22um) e in-
crementa la transparencia, disminuyendo el dolor y
disconfort*. Plantean el tratamiento crosslinking
alternativo a otros como el trasplante de membra-
na amnioética, flap conjuntival o laser*’. A pesar
de que se necesitan mas estudios a largo plazo,
la teoria que sostienen es que los puentes intra
e interfibrilares creados previenen o reducen el
edema estromal en cornea anterior’. Kozobolis et
al, describen 2 pacientes con queratopatia bullosa
combinada con ulcera corneal que responden de
igual forma que en el caso anterior, con mejoria
de agudeza visual, disminucién del disconfort
ocular, asi como del grosor estromal y opacidad,
manteniendo la teoria de que este tratamiento de-
beria ser considerado una herramienta adyuvante
para tratar estas alteraciones, sobre todo en casos
resistentes a la terapia tradicional®'.

Posterior al estudio realizado por Kohlhaas et
al'®, se registra en la bibliografia un trabajo reali-
zado por Hafezi et al, en el afio 2007, para tratar la
ectasia post-LASIK*, En este estudio, se aplica el
tratamiento crossliking a 10 pacientes con ectasia
post-LASIK con unos pardmetros de seguimiento
tales como toma de imagenes mediante ldmpara
de hendidura, topografia corneal para evaluacion
de la superficie corneal, paquimetria para la toma
de medidas del espesor corneal y tonometria entre
otros®?. Este grupo de trabajo también describe la
aparicion de un haze subepitelial, ya descrito en
otros trabajos, que pasados los 12 primeros me-
ses desaparece manteniéndose todas las corneas
claras®.

Los resultados obtenidos de este trabajo de-
muestran que el tratamiento crosslinking puede
parar la progresion de la queratectasia e incluso
conseguir revertirla parcialmente dada la reduc-
cion de los valores del radio corneal como resulta-
do del incremento de la estabilidad corneal al igual
que en los casos de aplicacion en el queratocono??.
A los 12 meses de aplicacion del tratamiento
crosslinking la progresion de la queratectasia se



habia detenido en 5 pacientes y habia revertido
parcialmente en los otros 5, lo cual convierte este
procedimiento como un método viable para las
ectasias postquirurgicas a falta de estudios a lar-
go plazo®?. En el mismo sentido, en el afio 2011,
Salgado ef al muestran una regresion de la ectasia
corneal con aplanamiento de la cornea en una serie
de 22 pacientes con ectasia post-LASIK a los 6
meses del tratamiento crosslinking?®. Li et al, en
el afio 2012, también se suman a la teoria de que
puede estabilizar o parcialmente revertir la pro-
gresion inducida por el LASIK sin complicacion
aparente”*. En sus resultados a los 12 meses de
aplicacion del tratamiento, los pacientes mantienen
una mejoria visual y presentan las corneas claras
(8 de 20 ojos presentan haze postoperatorio)*.

En el ambito de las queratectasias especiales,
a mediados del 2010, Hafezi et al, plantean un
estudio sobre la posibilidad de obtener beneficios
con la aplicacion del tratamiento crosslinking en
la distrofia de Fuchs con varios grados de edema
corneal y variaciones en la agudeza visual**®. En
este trabajo se utiliza una forma modificada del
tratamiento en el cual la solucion de riboflavina
no posee dextrano al 20 % si no glicerol al 70 %,
y durante la irradiacion se toman medidas del es-
pesor central corneal®?®. La utilizacion del glicerol
en vez del dextrano se explica para lograr una
mayor reduccion del espesor corneal por deshi-
dratacidon para conseguir el mayor efecto cerca
del endotelio®?®. 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 queratoplastia®?®.

Abriendo nuevos campos, Wollensak et al
refieren un estudio experimental realizado en 6
animales de la especie cunicula en donde se aplica
el crosslinking en un area escleral del cuadrante
superior?*4. Las muestras de la esclera tratada de un
area de 4x10 mm se colocan en un probador de bio-
materiales para medir la variacion de la tension®**.
En los resultados obtenidos no se encuentran dife-
rencias estadisticamente significativas en el grosor
pre y postoperatorio asi como un incremento de
la tension del 228%%*. Wollensak et al concluyen
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que la formacion de nuevos enlaces en la esclera
puede ser un tratamiento efectivo para la miopia
progresiva***. Otro estudio dirigido en este senti-
do, del mismo grupo de trabajo, utiliza 9 conejos
en los que se aplica en la esclera una solucion de
riboflavina sin dextrano mas la radiacion UVA*®,
Se realiza un sacrificio humanitario de los anima-
les a diferentes tiempos (3 dias, 4 y 8 meses) y se
procede a su evaluacion®’. Histologicamente no
se observa una diferencia significativa en el grosor
respecto al ojo contralateral (utilizado como con-
trol), ni alteraciones microscopicas ni signos de
inflamacion en el epitelio sensorial o pigmentario
de la retina**. Las medidas de tension y estrés
realizadas con el testador de biomateriales reve-
lan un incremento de la rigidez biomecanica que
permanece hasta los 8 meses (final de estudio), lo
que lleva a valorar este tratamiento como posible
aplicacion para el tratamiento de miopia, como ya
sugieren en su anterior estudio®>,

Otras posibles aplicaciones en un futuro del
tratamiento crosslinking, que estdn en plena fase de
estudio, son los casos de miopia leve, combinando
tratamiento crosslinking con LASIK o con TKP**.
Kampik et a/ han trabajado con ojos enucleados de
porcino previamente tratados con crosslinking y
los resultados posteriores del LASIK muestran una
disminucion del cambio refractivo y un incremento
del grosor del flap*. No obstante son necesarios
mas estudios para determinar si la asociacion del
CxLy LASIK puede reducir los riesgos de padecer
una ectasia postquirargica®®.

Kanellopoulos plantea en su estudio un au-
mento en el flujo de radiacion (10mW/cm?) y
una disminucion en el tiempo de aplicacion de la
misma (3 minutos), en 23 pacientes que se someten
a una cirugia LASIK con un flap de profundidad
de 110um*’. Posterior a la realizacion del flap
se empapa el estroma corneal con la solucion de
riboflavina y se reposiciona el flap para empezar
la aplicacion de la radiacion®’. Se consigue una
mejora en la agudeza visual asi como una reduc-
cion de la queratometria corneal y del grosor®’. A
los 3,5+1,6 afios ningun paciente ha desarrollado
ectasia postquirtrgica®’. Dado que el LASIK para
hipermetropia 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 regresion a lo largo del tiempo®®. Ese
mismo afio, 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 exposicion a 3 minutos y
manteniendo la misma dosis de radiacion)®°. El
grosor permanece estable en ambos grupos, no se
observan cambios en la queratometria ni pérdida
de células endoteliales?®. A falta de mas estudios,
los autores creen que puede ser un buen método
para estabilizar la refraccion del paciente®”’.

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 antimicrobiano®®. En
uno de los casos, a la semana de la aplicacion del
crosslinking, el absceso corneal reduce su didmetro
en 2 mm y el paciente refiere menos sensacion de
dolor*®. A las dos semanas post-cirugia, tanto el
absceso como el epitelio estan completamente re-
sueltos, aunque permanece una cicatriz corneal®*’,
En el otro caso que se presenta, a la semana de
la aplicacion de crosslinking, el absceso muestra
los mérgenes definidos y menos infiltracion que
en el preoperatorio*. En el seguimiento a los dos
meses, refieren la desaparicion del absceso susti-
tuido por una cicatriz corneal estromal profunda
que se resuelve 4 meses después con una que-
ratoplastia penetrante®?’. Los autores sugieren una
doble aplicacion del crosslinking, por un lado la
capacidad de destruir microorganismos patdogenos
en la cornea, ya que disminuye la susceptibilidad
de la cornea a las enzimas proteoliticas'*®, y por
otro lado, evitar la urgencia de una queratoplastia
penetrante con el elevado riesgo de rechazo del
injerto que conlleva*¥.

En este sentido, en el ano 2012, Makdoumi
et al publican los resultados de un estudio en el
que tratan mediante crosslinking corneal a 16
pacientes con un diagnoéstico clinico de quera-
titis infecciosa sin tratamiento previo®*!. Todas
las corneas tratadas responden al tratamiento
crosslinking con una mejoria en los sintomas y

una reduccion de la inflamacion, consiguiéndose
la cicatrizacion epitelial en todos los casos salvo
en uno de los pacientes requiere un trasplante de
membrana amniética®*'. Este mismo ano, Abbouda
et al, presentan dos casos de queratitis fungica
con presencia de melting que no responden al
tratamiento médico y se someten a tratamiento
crosslinking estandar’***. Mediante OCT se evalua
la profundidad preoperatoria y la extension de los
infiltrados asi como las posibles modificaciones
durante el seguimiento. Uno de los casos pese al
crosslinking presenta perforacion corneal**. Los
autores consideran que evaluar la extension y la
profundidad de la inflamacién puede explicar los
diferentes resultados post-crosslinking*.

En el afio 2008, Iseli et al, refieren un estudio
de cinco pacientes a los que se le aplica el trata-
miento crosslinking en corneas melting debido
a queratitis infecciosa®”. El melting se detiene
en todos los casos, sin que ninguno requiera una
queratoplastia de emergencia’®. En este sentido,
en el afio 2012, Gao et al disefian un estudio con
20 conejos de la raza Neozelandesa cuyos resulta-
dos confirman que el tratamiento crosslinking no
solo puede prevenir y retrasar el melting corneal
posterior a una quemadura alcali sino que tam-
bién puede reducir la destruccion de las fibras de
colageno de la cornea y la infiltracion de células
inflamatorias en el tejido corneal**. En la misma
linea de utilizacion del tratamiento como terapia
coadyuvante, Said et a/ describen este mismo afio
un estudio comparativo para evaluar la eficacia y
la seguridad del crosslinking corneal, con el uso
de riboflavina fotoactivada con un cromoforo,
para queratitis infecciosa en el manejo de melting
corneal*®. 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 0jos), que recibe el tratamiento
de crosslinking mas terapia antimicrobiana, y un
grupo de 19 pacientes (19 ojos) que solo recibe la
terapia antimicrobiana’®. El tratamiento propuesto
no acorta el tiempo de cicatrizacion corneal, pero
si reduce la tasa de complicaciones dado que no
presenta ni perforacion ni recurrencia de la quera-
titis, mientras que el grupo control sufre una tasa
de complicaciones del 21%**.



Aunque el tratamiento crosslinking ha de-
mostrado ser eficaz en enlentecer e incluso parar
la progresion del queratocono, la recuperacion
visual, aunque estadisticamente significativa, es
bastante modesta?*®. Como resultado, se estan
empezando a desarrollar nuevas lineas de tra-
bajo que combinan la aplicacion del tratamiento
crosslinking con otras técnicas queratorefractivas
para mejorar la vision®*. Estas técnicas incluyen
queratectomia radial, queratectomia fotorefractiva
(PRK), queratotomia asimétrica, LASIK, querato-
plastia lamelar y epiqueratoplastia?*, entre otras.
Desafortunadamente, en los estudios realizados
hasta la fecha se demuestra que muchas de estas
alternativas tienen pobre predictibilidad refractiva
y pobre estabilidad®*.

En la bibliografia consultada en la tematica
de la combinacion de los tratamientos actuales,
Calossi et al presentan un estudio prospectivo de
4 pacientes (5 0jos) con queratocono, intolerancia
a las lentes de contacto convencionales y con una
taquimetria corneal >400um?*’. Los pacientes se
someten a un tratamiento ortoqueratologico (OK)
durante 3 meses y, transcurrido este periodo se les
aplica el tratamiento crosslinking®¥’, siguiendo el
protocolo de Siena'®. Tras un mes se vuelve a re-
anudar el tratamiento ortoqueratoldgico durante 15
semanas®¥’. En todos los casos, las topografias ob-
tenidas demuestran una mejora en la forma corneal
después de la realizacion de la ortoqueratologia
(OK), con una importante reduccion de la abe-
rracion corneal, que vuelve a sus niveles previos
un mes después de la retirada de la OK?*’. Un afio
después de la realizacion del tratamiento crosslin-
king se observa una reduccion del astigmatismo,
aunque las mejoras en agudeza vidual se reducen
4 meses después de la aplicacion del tratamiento
crosslinking, sin llegar a los niveles previos a la
aplicacion de OK**'. La aplicacion de riboflavina/
ultravioleta parece un tratamiento seguro pero no
es capaz de estabilizar el efecto moldeador de las
lentes de ortoqueratologia®’.

En la misma linea que los estudios de Kymio-
nis et al, en el ano 2011, sobre la combinacion de
PRK con crosslinking'®!, Kanellopoulos describe
un caso de un paciente de 57 afios con una cicatriz
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corneal por un trauma anterior que presenta cegue-
ra corneal severa®®. Se realiza una PRK seguida
de la aplicacion del crosslinking (siguiendo el
protocolo de Atenas)'*® 2% A los 12 meses se
observa en la OCT una reduccion significativa de
la cicatriz corneal, la superficie estromal mas es-
table, el epitelio corneal mas uniforme y el grosor
corneal total se habia reducido®®. A los 15 meses
se aprecia una cornea totalmente transparente*. El
autor ratifica el uso de la PRK previa para producir
una normalizacion de la superficie irregular previa
a la aplicacion del crosslinking, considerando esta
combinacion como una posible alternativa al uso
de la queratoplastia lamelar o penetrante®.

Una de las aplicaciones de la combinacion de
PRK con tratamiento crosslinking es la ectasia
post-LASIK segiin Kymionis et a/, en su estudio
sobre un paciente con queratectasia complicada
con infeccidn atipica micobacteriana®*’. Describen
un caso de un paciente de 23 anos que al mes
de la aplicacion de LASIK presenta una severa
queratitis, congestion y presencia de infiltrados
en la interfaz, asi como un edema corneal®°. No
responde a tratamiento médico y se instaura un
melting corneal®’. Se realiza una amputacion del
flap, dado que esta muy afectado por el melting 'y se
realiza una combinacion de PRK con tratamiento
crosslinking estandar*. El melting empieza a re-
vertir, a los 5 dias se consigue una reepitelizacion
completa y a la semana los infiltrados y el edema
corneal se resuelven®°.

En la literatura consultada también se descri-
ben casos de la aplicacion de la combinacion de
PRK-crosslinking en pacientes con queratocono
a los que se les ha implantado anillos intraestro-
males®!. Kremer et al presentan un estudio de 40
pacientes (45 ojos) a los cuales 6 meses después
de la implantacion de los ICRS y una vez que
estd estabilizado el queratocono, se les aplica la
combinacion de PRK-crosslinking®'. Posterior a
la aplicacion de esta combinacion se observa sobre
todo a lo largo de los canales un saze moderado,
que remite a las 12 semanas®!. Se produce una
disminucién de los valores k y de la paquimetria
por lo que se considera, a falta de mas estudios,
una posible técnica segura y efectiva para la esta-
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bilizacion del queratocono®!, obteniendo la misma
conclusion Cakir et al en sus estudios®?. En el aflo
2012,y en la misma direccion que Kremer ez al**',
Yeung et al evaluan el efecto de la combinacion de
PTK-crosslinking-aplicacion de ICRS en el mismo
dia con la hipdtesis de conseguir un efecto aditivo,
buscando una mayor estabilidad y mejoria en la
funcion visual®?. A los 6 meses de la aplicacion
de los tratamientos se consigue una mejoria en
la agudeza visual, una mejora topografica y un
mayor aplanamiento corneal por reduccion de los
valores k. Destacan la ausencia de complica-
ciones postoperatorias o la presencia de haze.

Aslanides et al, en el afio 2013, realizan un es-
tudio de 5 ojos hipermétropes en el que combinan
la aplicacion de LASIK de forma simultanea con
crosslinking para evaluar los resultados a largo
plazo (4 afios), asi como su seguridad, estabili-
dad y eficacia®*. Una vez realizada la ablacion
corneal, se deposita la solucion de riboflavina
directamente en el estroma corneal hasta su com-
pleta imbibicion, posteriormente se reposiciona
el flap y se procede a humedecer la superficie
corneal con solucidon de riboflavina seguido de

aplicacion de radiacion®*. Todos los ojos tratados
con LASIK-crosslinking muestran estabilidad a
lo largo del seguimiento sin aparente regresion,
mientras que en el grupo de LASIK, que no ha
recibido crosslinking, se observa una tendencia a
la regresion hipermétrope®**. De igual forma, se
alcanzan los mismos niveles de agudeza visual
que cuando se aplica LASIK solo**. Los autores
consideran que son escasos los casos para propor-
cionar conclusiones pero no observan regresion a
los 4 afios en el grupo tratado con la combinacion
(LASIK-crosslinking)**.

En ultimo lugar, cabe destacar el trabajo rea-
lizado por Ahearne et al en el que describen la
creacion de hidrogeles similares al coldgeno que,
aunque presente menos fuerza mecanica que el
tejido corneal real, es una opcidn 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 crosslinking>.

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

Fotosensibilizante

Tipo de radiacion

Longitud de onda

Energia de radiaciéon

Distancia emisor (respecto al 0jo)

Duraciéon

Solucioén riboflavina 0,1% (10 mg
riboflavina-5-fosfato en 10 ml solucion
dextrano T500 al 20%)

Luz Ultravioleta tipo A
370 nm

3mW/cm? (5,4 J/em?)

I cm

30 minutos

Tabla 1. Pardametros descritos por Wollensak et al'*®.

Indicaciones del tratamiento crosslinking

Queratectasias progresivas

Queratectasias iatrogénicas

Ulceras corneales

Asociacion de técnicas

Queratitis

Especiales

Queratocono
Degeneracion Marginal Pelucida

Lasik
Queratotomia refractiva
Queratoplastias (lamelares o penetrantes)

Melting

Segmentos intracorneales
Ortoqueratologia
Queratoplastia conductiva
Lasik

Infecciosas
Viricas
Fungicas
Queratomalacia

Distrofia de Fuchs
Queratopatia Bullosa

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

a fase experimental del estudio se ha lleva-

do a cabo en las instalaciones del Centro
de Cirugia de Minima Invasion “Jests Uson”
(CCMIIU) que esta acreditado como Centro Usua-
rio y de Cria de Animales de Experimentacion
(CC-001) por la Consejeria de Agricultura y Medio
Ambiente, de la Junta de Extremadura. Este trabajo
se llevo 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. n°34 del 8 de febrero) sobre proteccion
de los animales utilizados para experimentacion
y otros fines cientificos.

El protocolo experimental de este proyecto de
investigacion ha sido revisado y aprobado por
el Comité de Etica y Bienestar Animal (CEBA)
del CCMIJU. El estudio se realiz6 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 cunicula (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 aclimatacion 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 hematolégicos y bio-
quimicos y verificar asi que los valores obtenidos
permanecian dentro de los niveles considerados

normales en la especie cunicula.

Una vez superado el periodo de aclimatacion,
los animales fueron identificados con microchip
subcutaneo 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 3m? y 40 cm de altura y
un lecho de virutas de madera. Dichas jaulas
estan identificadas con el cédigo del proyecto
y con el numero de identificacion del animal.

2. Temperatura ambiental de 20-24 °C.
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 automatico. Disponen
de agua ad libitum.

Una vez realizada la cirugia los animales se
clasifican al azar en diferentes grupos en funcion
de la duracion del estudio:

* Grupo A: postoperatorio.
* Grupo B: 3 dias.

» Grupo C: 15 dias.

* Grupo D: 1 mes.

* Grupo E: 3 meses.

* Grupo F: 6 meses.

* Grupo G: 18 meses.
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Material Anestésico, Quirurgico y
de Diagnostico

Para la ejecucion de este trabajo se utilizo el
material anestésico necesario para llevar a cabo
la premedicacion, induccidén y mantenimiento de
los animales. En los procedimientos quirtirgicos
se empled instrumental especifico de oftalmologia.

Para el desarrollo del estudio se dispuso de un
queratometro automatico portatil KM-500 (Ni-
dek®) (Fig.1) y de un topdgrafo corneal Eye Top
2005® V.1.0 (CSO) (Fig. 2).

METODO

Justificacion del método

Con este trabajo experimental pretendemos
evaluar la utilidad y la efectividad del tratamiento
crosslinking. Este estudio se planted como conse-
cuencia del andlisis de los resultados obtenidos en
un estudio previo realizado por nuestro grupo, en
el que se evalud la efectividad de la asociacion 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 aplicacion del procedimien-
to crosslinking ha supuesto una revolucion en el
mundo del tratamiento de las ectasias corneales
debido a su reducido riesgo en comparacion con
los tratamientos existentes hasta la actualidad.
Procedimientos quirtirgicos como la queratoplastia
(tanto lamelar como penetrante) o la aplicacion
de anillos intracorneales comportan mas riesgo y
una mayor aparicion de complicaciones postqui-
rurgicas debido al tipo de cirugia mas agresiva y
a los cuidados posteriores, asi 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 bibliografia con-
sultada y tras los resultados obtenidos en nuestro
estudio previo, disefiamos este estudio de cara a
evaluar y estudiar los cambios morfolédgicos, to-
pograficos e histologicos producidos en el estroma
corneal a largo plazo.

Para la realizacion de este estudio se ha elegi-
do la especie cunicula como modelo animal por
su semejanza con la especie humana tanto en las
caracteristicas histologicas de las capas corneales



como en el espesor del estroma corneal. Tras rea-
lizar la revision bibliografica observamos que las
especies utilizadas para estudios de oftalmologia,
concretamente de cornea, son la especie porcina
y la cunicula.

La especie porcina posee similitudes en estruc-
tura y constitucion con la especie humana excepto
en el grosor corneal. En los estudios encontra-
dos en ojo de cerdo, el efecto biomecéanico del
tratamiento crosslinking es menor que en el ojo
humano por su diferencia en el espesor corneal. El
efecto biomecanico que produce esta técnica en la
cornea se ha medido usando equipos de tension y
estrés de biomateriales y muestra unos resultados
de 328,9 % en corneas humanas y un 71,9 % en
corneas de cerdo. El hecho de que se produzca un
mayor efecto biomecanico en cérneas humanas
se debe a que el entrecruzamiento que produce
el procedimiento crosslinking es maximo sélo
en los 300 pm anteriores y las corneas humanas
tienen un espesor de 550 pm, frente a las corneas
porcinas que poseen un espesor de 850 um. El
valor del espesor corneal es importante destacarlo
dado que es uno de los indicadores de riesgo para
la produccion de una ectasia corneal. Dada la di-
ferencia de grosor corneal entre la especie humana
y la especie porcina, esta tltima se considera de
segunda eleccion como modelo para estudios de
oftalmologia dado que no seria real a la hora de
evaluar el reforzamiento de las fibras de colageno
al poseer mas cantidad de laminas paralelas.

Los estudios en 0jo de conejo han evidenciado
que las similitudes con la cornea humana son ma-
yores que en el caso del ojo de cerdo. La cornea
del conejo posee un espesor estromal similar al
de la cornea humana (450-500 um) y el epitelio
corneal guarda mas similitudes con el 0jo humano
(en espesor y capas de células), de tal forma que
lo consideramos ideal para la extrapolacion a la
especie humana. Su uso estd condicionado a dos
factores, la ausencia de membrana de Bowman en
la especie cunicula y la rapidez en regeneracion.
La falta de la capa de Bowman no conlleva con-
secuencias en la regeneracion epitelial ni altera el
tiempo de la misma. Sin embargo, la mayor rapidez
en regeneracion y cicatrizacion de la cornea de
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los conejos hacen necesaria una conversion real a
humana una vez finalizado el estudio.

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

La luz ultravioleta (UV) representa en general
un dafio potencial para el ojo por el dafio fotoqui-
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 ahi la eleccion de luz UV de tipo A.

Utilizamos para los seguimientos (control y
evaluacion del estado de la cérnea) técnicas no
invasivas como son el queratometro portatil y el
topografo corneal.

Con la queratometria determinamos la curva-
tura corneal promedio de una zona a 3 mm de la
cornea central. Se obtienen dos medidas corres-
pondientes al meridiano horizontal y vertical de
la cornea. El queratometro expresa los resultados
en milimetros de radio de curvatura o en diop-
trias (dandonos la potencia corneal). Obtenemos
la potencia corneal a través de la medicion del
radio de curvatura de la superficie anterior de la
cornea de forma no agresiva para la cornea. Es
un método rapido y sencillo para el calculo de la
potencia corneal y la evaluacion para el calculo de
la adaptacion de lentes intraoculares.

La topografia 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 cornea 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 cérnea, diversos tipos de
astigmatismo, para el estudio pre y post-quirtrgico
de cirugias refractivas, trasplantes de cornea, etc.
Junto con el uso de la queratometria obtenemos
los datos necesarios para evaluar el estado corneal.

La eleccion de los tiempos de seguimiento pos-
teriores al tratamiento crosslinking se fundamenta
en los datos publicados previamente. En la biblio-
grafia 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 queratometria y la topografia
corneal. El criterio de eleccion para mantener un
grupo de 18 meses se debe a la falta de estudios
centrados en las consecuencias a largo plazo de la
aplicacion de radicacion ultravioleta en la cornea.

Dado que es un tratamiento moldeador de la
superficie corneal deben analizarse los efectos a
nivel de las ldminas de colageno y su cicatrizacion
correcta, la cual, no s6lo 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 modificacion en la cornea
o posible alteracion ajena a nuestro estudio. Los
seguimientos no se establecen con mas frecuencia
para evitar el estrés en los animales y porque se
consideran suficientes las evaluaciones cada 3
meses dado que la cornea se ha estabilizado.

Los animales son intervenidos por el mismo
equipo quirurgico, estabulados en jaulas indivi-
duales en el Centro de Cirugia de Minima Invasion
“Jesus Uson” (CCMIJU) y se les ha realizado un
seguimiento maximo de 18 meses de evolucion,
periodo que pensamos puede representar fehacien-
temente resultados a largo plazo.

PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Una vez superado el periodo de aclimatacion
y antes de iniciar cada procedimiento, los anima-
les fueron sometidos a un estudio completo de
diagndstico oftalmologico para excluir cualquier
patologia oftalmica previa como ulceras, ectasias
congénitas u opacidades corneales previas. Se
adjunta un esquema de trabajo al final de este
apartado (pdg. 45).

Protocolo Anestésico

Tras la realizacion de un examen clinico com-
pleto, se coloco un catéter intravenoso en la vena
marginal de la oreja.

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

Se procedid a intubar a los animales, mediante
la técnica ciega, con tubos endotraqueales n°® 3.0
con neumotaponamiento. Se conectd el tubo a un
circuito circular semicerrado unido a un ventila-
dor (Ohmeda) con un flujo de gases frescos de
0,3 I/min los cinco primeros minutos y pasado
este tiempo se fijo en 1 I/min. El mantenimiento
anestésico se realiz6 mediante anestesia inhalatoria
con sevofluorano (Sevorane®, Abbott) a una con-
centracion fijada en el vaporizador del 1,2-1,1%.

Durante toda la intervencidon quirurgica se
estuvo administrando infusion continua de Lactato
de Ringer (Ringer Lactato®, Braun)(5-10 mg/
kg) a través de la vena marginal de la oreja. Para



la relajacion muscular necesaria se administro
Vecuronio (Norcuron®) (0, 25 mg/kg) en bolus
cada 50 minutos.

La analgesia se bas6 en la administracion de
buprenorfina (Buprex®) (10 pgr/kg) por via sub-
cutanea.

Cuidados Postoperatorios

Posterior a cada intervencion los animales
fueron sometidos a una antibioterapia topica con
colirio de gentamicina (Colircusi Gentamicina®,
Alcon Cusi) durante cinco dias administrado 3 ve-
ces al dia. Se les administro colirio de atropina 1%
(Colircusi Atropina®, Alcon Cusi) cinco minutos
antes de cada aplicacion del colirio antibidtico.

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

Protocolo Quirurgico

Antes de iniciar la intervencion se procedio al
rasurado y desinfeccion de la zona periocular. Los
animales se trasladaron a quir6fano y se procedio
a preparar el campo quirurgico segun el procedi-
miento habitual (antisepsia cutdnea y colocacion
de pafios estériles fenestrados para el abordaje de
toda la zona orbitaria y globo ocular).

Se coloco a los animales en dectbito lateral
izquierdo y se les realizé un lavado de la superficie
ocular del ojo derecho con suero salino fisioldgico
(SSF, Braun®). Se realizaron tres queratometrias
seriadas para la obtencion de la media del radio de
la superficie anterior de la coérnea y su potencia en
dioptrias con el queratometro automatico portatil
KM-500 (Nidek®).

De igual forma se procedid a la toma de image-
nes de la superficie corneal y el estado de su cur-
vatura mediante la topografia corneal (topografo
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corneal Eye Top® 2005 V.1.0 (CSO)).

Una vez tomados estos datos en el ojo derecho
realizamos la misma maniobra en el 0jo izquierdo
colocando al animal en decubito lateral derecho.

Seguidamente, se volvio a colocar al animal
en decubito lateral izquierdo para la cirugia. Se
procedio a la debridacion superficial de la cornea
del ojo derecho (OD) mediante la utilizacion de un
cuchillete oftalmico de 15° (Mani®, Bloss Group
S. A.) en un area de 49 mm2 (Fig. 3). Posterior-
mente se realiza un lavado de la superficie de la
cornea con suero salino fisioldgico (SSF, Braun®)

Fig. 3. Aspecto de la ulcera corneal.

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

Una vez realizada la técnica quirtirgica se aplica
el tratamiento crosslinking. En el OD se instilan
dos gotas de la solucion de riboflavina 0,1% (Ri-
crolin®, Sooft Italia), y esperamos 15 minutos para
que se absorba la solucién aplicada y se coloca la
fuente de luz adecuada de radiacion ultravioleta
tipo A (UV-A (dispositivo experimental emisor
de radiacion ultravioleta de Oftaltech S.A, vali-
dado y calibrado en Universidad Politécnica de
Cataluna; 8 LED’s; radiacion UVA 370+10 nm;
potencia 3mW/cm?) a 2cm de distancia durante
30 minutos ininterrumpidamente (Fig. 4). Durante
este periodo, se instilan dos gotas de riboflavina
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Fig. 4. Imagen de la cornea humedecida con la riboflavina recibiendo luz
ultravioleta A.

cada 5 minutos.

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

Durante todo el tiempo de radiacion del OD, se
instilan gotas de suero salino (SSF, Braun®) en el
Ol para evitar la deshidratacion. E1 Ol 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.

Evaluacion Superficie Corneal

Posterior a la cirugia se realizan los seguimien-
tos en los animales en funcion de los tiempos
establecidos para la obtencion de datos sobre la
evaluacion de la cornea.

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

e A los 4 meses.
* A los 6 meses.
* Alos 8 meses.

e Alos 18 meses.

Queratometrias corneales

La superficie corneal anterior es asférica, al
cambiar el radio de curvatura desde el centro
(valor mas bajo en mm) a la periferia (valor mas
alto en mm). Sin embargo la zona dptica central
es esférica y es donde realizamos la medicion
queratométrica, el area de cérnea central donde
tomamos las medidas tiene aproximadamente 3
mm didmetro. Es un método de gran exactitud y
facilmente reproducible con un coste y manteni-
miento reducido.

El queratometro automatico portatil KM-500
(Nidek®) proyecta una imagen luminosa (miras)
sobre la cornea y el reflejo es captado por unos
fotosensores. El procesador del queratometro
analiza esta imagen, realiza la medida en milime-
tros y determina el radio de curvatura. Ademas,
calcula la potencia corneal total en dioptrias
mediante una féormula matematica, aplicando un



indice de refraccion corneal orbitario propio del
queratometro.

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

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

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

Una vez realizado este procedimiento se efectia
en el ojo izquierdo.
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Topografias corneales

Los videoqueratoscopios, catalogados como
andlisis topografico por sistema de reflexion,
analizan una serie de circulos concéntricos refle-
jados por la cornea para calcular la pendiente de
la superficie corneal y obtener de ella el radio de
curvatura.

Fig. 7. Colocacion del topografo corneal sobre el ojo
del animal.

Una vez realizada la queratometria se ubica el
topografo corneal (topdgrafo corneal Eye Top®
2005 V.1.0 (CSO)) de forma paralela al OD para
la obtencion de las imagenes de la superficie cor-
neal (Fig. 7). Una vez tomada esta informacion,
se efectiia esta medida en el OI. La medida que
se toma como referencia es el radio de curvatura
de la cérnea con un paso de 0,15 mm para apre-
ciar de manera mas 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 experimentacion (Real
Decreto 53/2013 de 1 de febrero de 2013 (B.O.E.
n°34 del 8 de febrero), mediante la inyeccion de
sobredosis de medicacion anestésica y la inyeccion
de cloruro potasico (KCl). Posteriormente se
procede a la extraccion de las muestras corneales

(Fig. §8).



44 Material y Método

Fig. 8. Toma de muestras. Extraccion cornea.

Estudio Histologico

La realizacion de los estudios histologicos de
las muestras se llevaron a cabo en el departamento
de Anatomia Patologica de la Facultad de Medici-
na de la Universidad de Salamanca por el Dr. Paz
Bouza y en el laboratorio de Anatomia Patologica
AnaPath de Granada.

Las muestras se remiten fijadas en formol y se
procede a su inclusion en parafina, realizandose
cortes de 4 um que se tifien con hematoxilina eosi-
na para manifestar las estructuras acidas y basofilas

(nucleos celulares) y con Rojo Sirio para evaluar
el estado de las fibras de colageno y la disposicion
de las mismas en el estroma asi como la posible
presencia de artefactos de cicatrizacion.

La valoracion histologica se realiz6 valorando
el grado de epitelizacion y profundidad de la tlcera
de existir ésta, presencia de infiltrado inflamatorio
y tipo, valoracion de la membrana de Descemet,
presencia de fibrosis o alteracion en la estructura
corneal y grado de apoptosis.

Analisis Estadistico

Los datos se presentan mediante su media y des-
viacion estandar. Se utiliza el paquete estadistivo
SPSS 15.0.1. (IBM Company, EEUU).

Dado el pequefio tamafio de la muestra la utili-
zacion de pruebas paramétricas no seria adecuada
por lo que las posibles diferencias en los valores de
radio corneal en funcidn 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.
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IV. Resultados

Los resultados de los analisis hemato6logicos
y bioquimicos evidenciaron el correcto estado de
salud de los 35 animales antes de la intervencion,
dado que los valores obtenidos permanecian dentro
de los niveles considerados normales en la especie
cunicula.

Los controles oftalmologicos demuestran el
correcto estado de la cornea previa a la cirugia en
cuanto a transparencia y ausencia de otras pato-
logias oculares como queratoconjuntivitis seca,
cicatrices corneales, etc.

Queratometria

Los datos obtenidos en las medidas de la super-
ficie anterior de la cornea, obtenidos mediante el
uso del queratometro automatico portatil 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 continuacion, y en funcion 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 (7abla 3), las
modificaciones en el radio corneal del ojo trata-
do no presentan diferencias, mientras que en las
modificaciones en el 0jo izquierdo si se muestran
diferencias significativas respecto a los valores
preoperatorios (p<0.05).

Como se puede apreciar en la grafica de la
evolucion de las medias del radio de la superficie
anterior de la coérnea agrupadas en funcion de ojo

derecho y ojo izquierdo (Grdfica 1), ambos 0jos
presentan una minima variacion respecto a su
media inicial.

Media Km Media Km
Ant Post
Grupo OD | 7,959 10,263 | 7,849 10,226
Grupo Ol | 7,917 +0,284 | 8,049 £0,276

Tabla 3. Medidas queratométricas. Grupo A.

Grupo B (3 dias) n=5

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

En la grafica de la evolucion de las medias de
ambos ojos (ver Grdfica 2) se puede apreciar que
ambos 0jos siguen una evolucion similar.

Media Km Media Km Media Km
Ant Post 3 dias
Grupo OD | 6,420+ 0,172 | 6,782 + 0,491 6,593 + 0,455
Grupo Ol | 6,295+0,209 | 6,804 + 0,338 6,705 + 0,249

Tabla 4. Medidas queratométricas. Grupo B.

Grupo C (15 dias) n=5

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

En la gréfica correspondiente (Grdfica 3) se
puede observar un ligero incremento en la media
del radio de la superficie anterior de la cornea en el
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0jo 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.

Media Km Media Km Media Km
Ant Post 3 meses
Grupo OD | 8,023+0,207 | 8,263 + 0,432 8,369 + 0,388
Grupo Ol | 8,157+0,159 | 8,503+ 0,244 8,292 + 0,288

Tabla 7. Medidas queratométricas. Grupo E.

Media Km Media Km Media Km
Ant Post 15 dias
Grupo OD | 8,414 +0,239 | 8,519+0,122 8,552 + 0,208
Grupo Ol | 8,386+0,147 | 8,458 +0,188 8,390 + 0,192

Tabla 5. Medidas queratométricas. Grupo C.

Grupo D (1 mes) n=5

La tendencia mostrada en los ojos tratados en el
grupo C alcanza significacion estadistica (p<0.05)
en el grupo de 1 mes respecto a los 0jos no tratados
(Tabla 6).

En la Grafica 4 se puede observar como la me-
dia del radio de la superficie anterior de la cornea,
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 cornea
respecto a la media preoperatoria, indicando un
mayor aplanamiento corneal respecto a los valores

Grupo F (6 meses) n=5

Aligual que en el grupo anterior no se aprecian
diferencias en el grupo de 6 meses en las querato-
metrias (7abla §8).

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

Media Km Media Km Media Km
Ant Post 6 meses
Grupo OD | 7,829+0,211 | 7,986 + 0,369 8,202 + 0,440
Grupo Ol | 7,953+0,313 | 8,075+ 0,299 8,238 + 0,167

Tabla 8. Medidas queratométricas. Grupo F.

Grupo G (18 meses) n=5

iniciales (Grdfica 4).
Media Km Media Km Media Km
Ant Post 1 mes
Grupo OD | 7,349 +0,195 | 7,448 + 0,180 7,885 + 0,321
Grupo Ol | 7,293 +0,254 | 7,541+ 0,099 7,535+ 0,214

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 (7abla 7).

En la Grafica 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 (Grdfica ).

No se aprecian diferencias significativas en el
grupo de 18 meses en las queratometrias (7abla 9).

En la Gréfica 7 se puede apreciar como la me-
dia del radio de la superficie anterior de la cornea
de los ojos tratados apenas sufre variacion 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

(Grdfica 7).

Media | Media | Media Media Media
Km Ant Km Km Km Km
Post 4 meses | 8 meses | 18 meses
GrupoOD | 7,896+ | 8,075+ | 8,086+ | 8,105 8,345 +
0,200 0,159 0,232 0,175 0,277
Grupo Ol 7,923+ | 7,833+ | 8,015+ | 8,251+ 8,569
0,621 0,441 0,213 0,234 0,482

Tabla 9. Medidas queratométricas. Grupo G.
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Por ultimo, se realiza una comparativa de las lo largo del estudio de las medias de ambos ojos,
medias obtenidas, en ambos ojos, agrupadas en que se ha ido explicando de forma individual por
funcion del tiempo del estudio (7abla 10y Grdfica grupos de estudio.

8). En esta tlltima gréfica se aprecia la evolucion a

Media Media Media Km Media Km | Media Km Media Km | Media Km | Media Km | Media Km | Media Km
Km Ant Km Post 3 dias 15 dias 1 mes 3 meses 4 meses 6 meses 8 meses 18 meses
Grupo OD 7,699 7,846 6,593 + 8,552 + 7,885 + 8,369 + 8,086 + 8,202 + 8,105 + 8,345 +
0,636 0,611 0,455 0,208 0,321 0,388 0,231 0,439 0,175 0,277
Grupo Ol 7,703 7,888 6,705 + 8,390 + 7,535+ 8,292 + 8,015 + 8,238 8,251+ 8,569 +
0,723 0,616 0,249 0,191 0,214 0,288 0,213 0,167 0,234 0,482

Tabla 10. Medidas queratométricas. Comparativa OD/OI a lo largo del estudio.
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Grafica 1. Evolucion de la superficie anterior de la cornea (en mm) en ambos ojos. Grupo A. Se
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Grafica 3. Evolucion de la superficie anterior de la cornea (en mm) en ambos ojos. Grupo C.
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Topografia 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 optico corneal. Para
facilitar la comprension de los resultados presen-
tados se realizan mapas de diferencias, por grupo
de estudio, respecto a la toma de topografia corneal
preoperatoria y la toma de topografia corneal de
final de estudio.

FEl area corneal se divide en areas:

* Zona oOptica central (aproximadamente 4
mm).

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

e Zona limbar.

En el mapa axial utilizado las zonas frias (co-
lores frios) indican un mayor radio de curvatura
(zona mas plana de la cornea) y las zonas célidas
(colores calidos) indican una zona mas curvada,
luego de mayor potencia optica.

Grupo A (postoperatorio)

Se aprecia en la imagen postoperatoria (Fig.
9) una mayor presencia de colores calidos en la
zona Optica central que puede indicar una mayor
curvatura corneal en esa zona debido a la inflama-
cion 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). Eneste sentido, cabe senalar que las topo-
grafias corneales postoperatorias no son de mucha
fiabilidad dado que es complicado que el reflejo
de los anillos de Placido, que emite el topdgrafo,
muestre una imagen regular, ya que la calidad
de la imagen depende del estado cualitativo y la
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regularidad de la superficie de esa cornea y de la
calidad de la lagrima.

Grupo B (3 dias)

Se observa en la imagen postoperatoria (Fig.
10) una mayor presencia de colores frios en com-
paracion con la imagen preoperatoria. A partir de
esta imagen se advierte un ligero aplanamiento en
la superficie corneal respecto al eje dptico 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
cornea frente a los 6,50 mm del mapa preopera-
torio. Esta diferencia es minima y junto con las
medidas queratométricas se puede concluir en que
no presenta un cambio significativo.

Grupo C (15 dias)

La imagen postoperatoria de este grupo (Fig.
11) indica un claro aplanamiento de la superficie
corneal respecto al eje Optico, que viene demos-
trado por la mayor presencia de colores frios en
la zona periférica y limbar. La zona 6ptica central
presenta una zona de aproximadamente 1,5 mm de
mayor curvatura en el cuadrante inferior (repre-
sentada por colores calidos) que puede deberse a
una alteracion de la arquitectura de la cornea en
€sa zona por una cicatrizacioén 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 frios en la
totalidad de las areas a evaluar en la cérnea (zona
Optica central, zona periférica y zona limbar).
Este mapa axial postoperatorio estd indicando un
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aplanamiento significativo respecto al mapa axial
preoperatorio en el que se aprecia mayor presen-
cia de colores calidos. De igual forma se puede
observar en el mapa diferencial un aplanamiento
respecto al eje optico corneal de 1,06 mm en el
radio de la superficie anterior de la cornea.

Grupo E (3 meses)

En el mapa axial postoperatorio de este suje-
to (Fig. 13) se aprecia una mayor presencia de
colores frios en las zonas periférica y limbar en
comparacion 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 optica se puede apreciar la presencia
de colores calidos que senalan una ligera curvatu-
ra de esa zona. Esta zona no presenta un cambio
significativo como se puede comprobar mediante
el estudio estadistico de los valores k obtenidos en
el mapa diferencial. A pesar de esos valores k de
la zona Optica central mas disminuidos 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 frios
en las 3 areas evaluadas de la cornea, 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 cornea a
los 6 meses del tratamiento postoperatorio.

Grupo G (18 meses)

En el ultimo grupo de estudio, al igual que en
los 3 grupos anteriores, se observa un mapa axial
postoperatorio (Fig. 15) con predominancia de
colores frios en las areas de la cornea evaluadas
(zona dptica central, periférica y limbar) indicando
mayor aplanamiento respecto al eje dptico corneal
que en el estado preoperatorio.

La media de los valores k obtenidos en el mapa
diferencial sefiala 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 dias de realizado el tratamiento
crosslinking como 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. 15. Topografia en el sujeto del Grupo G. Mapas axiales del preoperatorio y a los 18 meses del tratamiento.

Obsérvese la presencia de colores frios en toda la superficie corneal en la imagen postoperatoria.



Analisis histologico

Se reflejan a continuacién y en funcion de los
tiempos de estudio los resultados de la histologia
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 necroéticas en el area central de irradiacion
y no se aprecia la estructura horizontal de las
laminillas de colageno. Se aprecia también la lo-
calizacion anterior de los espacios intercelulares
y una linea de demarcacion a una profundidad de
250 +/- 20 um. Se mantiene la ldmina basal del
epitelio (Fig. 16).

Figura 16. Corte histologico ojo derecho. Tincion
HE. Grupo A. Sefialada linea demarcacion del
tratamiento (flecha)(x10).

50 um § N
-~

Figura 17. Corte histologico ojo izquierdo. Tinciéh )
HE. Grupo A. Notese la debridacion epitelial
producida (asterisco) (x20).

Resultados 59

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

Grupo B: 3 dias

En general, en los ojos derechos se observa un
adelgazamiento del epitelio y la presencia de un
infiltrado inflamatorio de tipo cronico formado
sobre todo por linfocitos en las capas mas basales.
Ausencia de nucleos en el estroma. También se
observa la formacion de vesiculas entre la capa
basal y la membrana de Descemet, con lo que el
epitelio se separa de ésta en un proceso denomi-
nado queratopatia bullosa. Concretamente en la
imagen histologica (Figs. 18y 19) se observa una
pérdida de epitelio, multifocal aunque de pequeiio
tamaflo, asociada a un infiltrado severo.

Figura 18. Corte histolégico ojo derecho. Tincion
HE. Grupo B. Notese la ausencia de niicleos en el
estroma (asterisco)(x10).

T NOF

A
Figura 19. Detalle de la pared corneal. Corte
histologico ojo derecho. Tincion HE. Grupo B.

Obsérvese el infiltrado en el area epitelial (flecha)

(x10).
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La membrana de Descemet no presenta altera-
ciones histologicas de interés.

En el estroma de las corneas se observa un
aumento del grosor y una pérdida de células estro-
males, manteniéndose solo la matriz. Esta pérdida
ocupa la practica totalidad del grosor de la cornea,
apareciendo tan solo una pequefia capa de células
en la parte mas cercana al endotelio. Este tltimo no
se encuentra afectado en ninguna de las muestras.

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

Y 00F ' = <9
Figura 20. Corte histologico ojo izquierdo. Tincion
HE. Grupo B. (x10).
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Figura 21. Detalle de la pared corneal. Corte
histologico ojo izquierdo. Tincion HE.Grupo B.
Sernialada la vacuolizacion citoplasmadtica de las
capas mas basales del epitelio (flechas)(x20).

mas basales invaden ligeramente el estroma y
presentan una vacuolizacion citoplasmatica (Fig.

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

Soélo en un sujeto, el ojo izquierdo se aleja de
esta imagen mas cercana a la normalidad y pre-
senta un adelgazamiento y una pequefia ulceracion
del epitelio. Esta ulceracion se acompafia de un
infiltrado inflamatorio constituido principalmente
por polimorfonucleares neutrdfilos que aparecen
en la parte mas superficial pero que también se
encuentran a lo largo del estroma corneal. Sin
embargo, no se observa pérdida de las células
estromales ni alteracion en el endotelio.

Mediante la tincion especifica de colageno
Rojo Sirio, en el ojo derecho la disminucion del
colageno se evidencia como una disminucién en la

Bt A =) ‘\\_ 3 Bh W
Figura 22. Tincion especifica Rojo Sirio. Ojo
derecho. Grupo B. Presencia de espacios
intercelulares (asteriscos) (x20).

@ _— ~ ~.,\ N
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Figura 23. Tincion especifica Rojo Sirio. Ojo
izquierdo. Grupo B. Notese la compacidad estromal
(asterisco) (x20).



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

Grupo C: 15 dias

En los ojos derechos se observa una completa
recuperacion del epitelio corneal, asi como una
proliferacion de la 1amina ctibica. La estructura de
laminillas estromales horizontales es la correcta
aunque persisten los espacios intercelulares (en
menor medida que en el grupo 3 dias) (Fig. 24).

100 pm
Figura 24. Corte histologico ojo derecho. Tincion HE.
Grupo C. Notese la proliferacion de la lamina cubica
(flecha) y los espacios intercelulares (asterisco) (x10).

100 pm

Figura 25. Corte histologico ojo izquierdo. Tincion HE.
Grupo C. (x10).
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En los ojos izquierdos se observa una completa
recuperacion del epitelio, con presencia de células
cubicas. El estroma corneal se aprecia mas com-
pacto que en el ojo derecho, con escasos espacios
intercelulares (Fig. 25).

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

Grupo D: 1 mes

En los ojos derechos aumenta la proliferacion
de células clibicas en el epitelio, alcanzando 4 6 5
capas aproximadamente. Esta proliferacion se da
sobre todo en las zonas centrales de la cornea, en
la periferia no se aprecia. Se aprecia una membrana
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Figura 26. Corte histologico ojo derecho. Tincion
HE. Grupo D. Notese la proliferacion de la lamina
cubica (flechas) y la mayor orientacion paralela de
las laminas de colageno (asterisco) (x10).
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Figura 27. Corte histologico ojo izquierdo. Tincion
HE. Grupo D. (x10).
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limitante de las células cubicas mas engrosada de
lo normal (Fig. 26).

En las muestras de los ojos izquierdos se ob-
serva la proliferacion de las células cubicas del
epitelio y una correcta organizacion arquitectonica
del estroma corneal con presencia de espacios in-
tercelulares en zonas aleatorias. Se diferencia muy
facilmente la membrana limitante de las células
cubicas al poseer mayor tincion (Fig. 27).

Grupo E: 3 meses

En los ojos derechos se mantienen las 4 6 5
capas de células cubicas en el epitelio. Se aprecia
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Figura 28. Corte histoio’gico‘ojo derecho. Tincion
HE. Grupo E. Notese la mayor orientacion paralela
de las laminas de colageno (x10).
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Figura 29. Corte histologico ojo izquierdo. Tincion
HE. Grupo E. (x10). No se observan alteraciones.

el epitelio mas maduro con menor proliferacion
de la capa basal. La membrana interna estd mas
engrosada. Las fibras de colageno se aprecian
separadas con espacios intercelulares (Fig. 28).

En las muestras de los ojos izquierdos se ob-
serva la proliferacion de las células cubicas del
epitelio y una correcta organizacion arquitectonica
del estroma corneal con presencia de espacios in-
tercelulares en zonas aleatorias. Se diferencia muy
facilmente la membrana limitante de las células
cubicas al poseer mayor tincion (Fig. 29).

Grupo F: 6 meses

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

100 pm

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

150 pm

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



Figura 32. Corte histologico ojo derecho.
Tincion HE. Grupo G. (x20). No se observan
alteraciones.

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

Grupo G: 18 meses

Aligual 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
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Figura 33. Corte histologico ojo izquierdo. Tincion
HE. Grupo G. (x20). No se observan alteraciones.

Descemet no muestran ninguna alteracion.

Los andlisis histoldgicos confirman la locali-
zacion anterior del tratamiento crosslinking en el
estoma. Se observa una pronta repoblacion de los
queratocitos y una completa regeneracion epitelial
a los 15 dias, con permanencia de la proliferacion
de la ldmina ctbica. Cabe destacar que al mes
de la aplicacion del tratamiento crosslinking ya
empiezan a reorientarse las lamelas de colageno
en el estroma.
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V. Discusion

La finalidad del presente trabajo es la de instau-
rar una base experimental para la realizacion de los
estudios clinicos. 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 cornea de animal vivo y, las medidas
queratométricas obtenidas a lo largo del estudio,
los cambios realizados en las topografias corneales
asi como el analisis de las muestras histologicas
conlleva una informacién que hasta ahora era
desconocida dado que los estudios experimentales
se realizaban in vitro o in vivo de corta duracion.
Por otra parte cabe destacar la importancia de la
escasa tasa de complicaciones obtenidas (2,86%
del total de animales) de cara a su extrapolacion en
humanos y la pronta recuperacion de la poblacion

de queratocitos.

Las ectasias corneales representan un grupo de
desordenes caracterizado por una debilidad intrin-
seca de la cornea y una estabilidad que conduce a
una protrusion, astigmatismo, pérdida de agudeza
visual e incluso potencialmente una perforacion®.

Durante la tltima década el estudio sobre las
ectasias corneales ha sufrido un incremento expo-
nencial debido al gran aumento en el nimero de
operaciones de correccion de errores refractivos,
tales como la miopia. La ectasia corneal posterior
a una cirugia refractiva apenas se consideraba
inusual y actualmente es la complicacion mas
frecuente de este tipo de cirugias*® ',

De este tipo de alteraciones corneales, el que-
ratocono es el primer representante afectando a
uno de cada 2000 habitantes®*. El queratocono es
un desorden no inflamatorio, usualmente bilateral,
que se manifiesta como una inestabilidad corneal
progresiva caracterizada por un adelgazamiento
anormal y una elevacion de la cornea®® >, La
aparicion de una curvatura anormal de la cornea

produce un cambio en su poder refractivo, que
resulta en un astigmatismo irregular y una miopia
que conllevan a una disminucion en la calidad de
la vision.

Hasta la fecha, las causas responsables del desa-
rrollo del queratocono permanecen sin definir. Lo
mas comun es que se presenta como un desorden
esporadico, en el cual una minoria de pacientes (6-
15%) refieren un historial familiar con transmision
autosomica dominante o recesiva.

A nivel histopatologico y bioquimico, las
corneas queratoconicas se caracterizan por un
incremento en los niveles de proteasas y otras
enzimas catabolicas, disminucion de los niveles
de inhibidores de las metaloproteinasas, un incre-
mento de la actividad colagenolitica, muerte por
apoptosis de los queratocitos y cambios bruscos
en la orientacion y distribucion del colageno®®.

Los tratamientos aplicados son de direccion
conservativa y que tienen como objetivo mantener
la agudeza visual, tales como la ortoqueratologia.
Alternativamente se han ido desarrollando mé-
todos mas invasivos como son la aplicacion de
implantes corneales intraestromales''s, querato-
plastias lamelares anteriores y queratoplastias
penetrantes en casos extremos.Todas estas alter-
nativas van dirigidas a tratar las consecuencias de
la enfermedad®*® pero no a tratar la alteracion del
colageno que desencadena esa inestabilidad cor-
neal’” 2 y ninguna de ellas detiene la progresion

de la enfermedad?*.

El crosslinking del coldgeno es un nuevo en-
foque para el tratamiento de estas alteraciones
corneales. Por medio del uso de la radiacion ultra-
violeta A 'y un fotomediador (riboflavina, vit. B,),
se inducen nuevos enlaces covalentes entre las
fibras de coldgeno que conllevan un incremento
de la rigidez del estroma corneal'?’. La induccion
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de enlaces entre las fibras de coldgeno adyacentes
se consigue mediante la fotosensibilizacion de
la riboflavina a través de la radiacion de la luz
ultravioleta A. La riboflavina se excita generando
especies reactivas de oxigeno que son las que
inducen esos nuevos puentes covalentes entre los
grupos amino de las fibras de colageno'*.

La eficacia y seguridad de este nuevo método
minimamente 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 mas recientes
se han dirigido a las ectasias postquirirgicas como
consecuencia de la cirugia LASIK®.

En la esperanza de detener la progresion de
las ectasias corneales y de lograr una posible co-
rreccion del deterioro refractivo y de la alteracion
de la estabilidad corneal, se estan 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 utilizacion de la especie porcina
(estudios in vitro con ojos enucleados)!?6: 142 146.
147,152,257,258 y la eSpeCie CuniculaISO, 151, 153,157,167, 170.
Ambas especies son las seleccionadas para los
estudios oftalmolédgicos dada su semejanza con la
especie humana. A tenor de nuestra experiencia en
estudios previos con la especie porcina'?, y tras
evaluar las similitudes de la cornea del conejo con
la cornea de la especie humana'’, decidimos esco-
ger la especie cunicula en el presente trabajo para
evaluar la efectividad de la técnica crosslinking in
vivo en cornea sana. En este sentido coincidimos
con los estudios realizados por Wollensak et al al
considerar idonea esta especie para las pruebas
basicas de profundidad del tratamiento asi como su
efecto en el estroma corneal'”’. Cabe destacar que
el valor del espesor corneal es importante sefialarlo
ya que es uno de los indicadores de riesgo para la
produccién de una ectasia corneal?''.

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

A mediados del ano pasado se descubrio la capa
Dua, una capa predescemética, acelular y con un
espesor de 10,15+3,6 um'. En la actualidad, no se
encuentran estudios que certifiquen su ausencia o
presencia en la cornea de la especie cunicula. No
obstante, al ser de localizacion predescemética
no intervendria en el estudio dada la localizacion
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 patologicas propias de
una ectasia corneal. En la bibliografia consultada
no hemos encontrado un modelo de ectasia corneal
experimental dado que es una alteracion imprevisi-
ble en origen, desarrollo y consecuencias, asi que
se considera un modelo dificilmente reproducible.

Realizamos el protocolo estdndar de trata-
miento crosslinking de acuerdo con Wollensak et
al'*- 126138 dado que en la mayoria de los estudios
consultados utilizan dicho protocolo y los trabajos
sobre la no desepitelizacion corneal o los cambios
en tiempo e intensidad de radiacion no ofrecen
todavia resultados fiables y reproducibles!’® 13-
181,186, 188-191.193. 239 " qunque se haya planteado la
probabilidad de reduccion de las complicaciones
postoperatorias'®?. 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 desarrollo



en la Universidad de Dresden'? 2% 138 'hasta que
se realicen mas trabajos sobre la seguridad y la
efectividad del método transepitelial.

Consideramos la especie cunicula idonea por
su facil manejo y por su forma de estabulacion
aislada en jaulas con bandejas independientes
del lecho de virutas de madera. Ademads es una
especie que tolera bien la sedacion ligera con una
facil recuperacion asi como de esperanza de vida
acorde con nuestros estudios sin un incremento
de peso considerable. En nuestros estudios ante-
riores con la especie porcina'?’, apreciamos mas
limitaciones con el manejo y el comportamiento
animal. Consideramos que la estabulacion de los
animales, asi como el adecuado manejo de los mis-
mos, han contribuido a que no se presenten casos
de contaminacion incluso en los primeros dias con
la debridacion epitelial realizada. En la literatura
encontramos diferentes casos de complicaciones
tras la aplicacion del tratamiento riboflavina/luz
UVA que normalmente consisten en aparicion de
queratitis lamelares difusas, queratitis herpéticas,
endotelitis, infiltrados estromales, vision borrosa
y fotofobia??0-20% 205,206 Estas complicaciones se-
cundarias pueden ser explicadas por otros agentes
microbianos concomitantes en la superficie ocular
e infeccion intraoperatoria o postoperatoria tem-
prana.

La debridacion puede producir dolor severo y
disminucién de la vision en los primeros dias por
lo que para reducir el malestar (RD 53/2013 de 1
de febrero de 2013, B.O.E. n°34 del 8 de febrero) y
reducir las posibles complicaciones por infeccion,
encontramos el crosslinking transepitelial mas
adecuado dado que no hay que realizar la debri-
dacion previa'®¢!®, La utilizacion de sustancias
como el cloruro de benzalconio, cloruro sdédico o
sistemas mecanicos (esponja como depdsito en el
saco conjuntival) para incrementar el tiempo de
contacto de la solucion de riboflavina pueden ser
valorados'$3-1%,

Laultima tendencia de las investigaciones se di-
rige a la creacion de bolsillos intraestromales me-
diante la utilizacion del laser femtosegundo'*® '
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para la administracion intraestromal de la solucion
de riboflavina, aunque creemos que esta modalidad
también puede resultar dolorosa para nuestros
sujetos, dada la presencia de los nervios en el
estroma corneal, ademas de aumentar ¢l coste de
las investigaciones por el uso del femtosegundo.

Dadas las limitaciones en el efecto biomecanico
de la modalidad transepitelial podria ser una buena
linea de trabajo experimental para conseguir una
mayor penetracion de la riboflavina y homogenei-
dad en la misma, que parecen ser los factores cla-
ves para esa reduccion del efecto biomecanico con
respecto al tratamiento crosslinking estandar'®.

En la bibliografia consultada encontramos dife-
rentes estudios que sefialan la aparicion de un haze
como una de las complicaciones mas frecuentes de
la aplicacion del tratamiento crosslinking?-20%-211.
213, Los trabajos estudiados refieren que la apari-
cion 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 aplicacion 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-crosslinking?'!.
Confirmando el estdndar de aparicion del haze,
sefalamos el estudio en 40 ojos de 39 pacientes de
Mazzotta et al, en el que, por medio de la micros-
copia confocal, senala el hallazgo de haze que no
afecta a la vision (a una profundidad de 170-200
um) en dos pacientes a partir del segundo mes
resistente a tratamientos por corticoides”’.

Centrandonos en los estudios realizados en
animales en los que se haya dado este tipo de
complicacion, encontramos que el grupo de trabajo
de la universidad de Dresden refiere en un estudio
de 8 conejos de raza Chinchilla la aparicién de un
edema corneal con haze presente hasta los 7 dias
de realizado el tratamiento crosslinking y que
posteriormente se aclara sin tratamiento'>’. Wo-
llensak et al describen un marcado edema corneal
acompafiado de una reaccion inflamatoria suave
con presencia de macréfagos aislados, linfocitos
y neutréfilos'.



68 Discusion

En este sentido, y a diferencia de los trabajos
anteriormente citados, es importante destacar que
en el presente trabajo s6lo se aprecia la aparicion
de edema corneal en uno de los individuos del
grupo B (seguimiento 3 dias postoperatorio). En el
estudio histologico de dicho sujeto se puede apre-
ciar la presencia de neutrofilos polimorfonucleares
mas concentrados en la parte anterior del estroma
y de forma aislada a lo largo del resto del estroma,
tal y como describen Koller ef al en su estudio
prospectivo sobre complicaciones del tratamiento
crosslinking en 117 ojos de la especie humana?''.
Tras evaluar las caracteristicas de la aparicion de
haze que los autores hacen en sus estudios'” 2"
209211 " creemos que este individuo tuvo un edema
corneal con presencia de haze y un leve infiltrado
inflamatorio.

Actualmente se desconoce la causa de esta
complicacion del tratamiento crosslinking. Ma-
zzotta et al ya plantearon la comparacion en la
especie humana de datos por microscopia confocal
pre- y postoperatorios para intentar encontrar una
causa morfoldgica como factor predictivo de esta
reaccion estromal y si este tipo de complicacion
se puede considerar un hallazgo normal dada su
frecuencia de aparicion®”’. De la misma manera,
Raiskup et al, tras obtener en su estudio un 8,6% de
ojos que desarrollan un saze permanente (14 ojos
de un total de 149 corneas 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 cornea clara?'®. 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 estromal?'’.

Dado que no hay mas estudios al respecto en
este sentido, basandonos 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 paquimetria para evaluar el espesor
corneal y no podemos determinar ese otro factor
predictivo.

En nuestro anterior estudio en especie porcina
sobre la combinacion de anillos intracorneales
y tratamiento crosslinking'®, no detectamos en
ningln individuo este tipo de complicacion del
tratamiento crosslinking. Al igual que Wollensak
et al'’, consideramos insuficientes los casos detec-
tados en la especie cunicula como para establecer
factores predictivos de un desarrollo posterior de
haze estromal. En este sentido, y dada la escasa
bibliografia publicada, no podemos concretar si
el desarrollo de esta complicacion viene asociado
por las caracteristicas morfologicas de la cornea
del individuo o tiene alglin otro factor asociado.

En el resto de individuos del estudio no se de-
tecta esta complicacion ni ninguna de las otras des-
critas en la especie humana tales como queratitis
herpética, queratitis difusa lamelar, cicatrizacion
anomala en el estroma corneal y melting®*-20% 211
213,215 en los diferentes tiempos de seguimiento.
De igual forma, sefialamos que mediante tincion
por fluoresceina el epitelio corneal de todos los
individuos logra el cierre completo sin signos de
ulcera o alteracion a los dos dias de la aplicacion
del tratamiento crosslinking, exceptuando al in-
dividuo que ha presentado la complicacion y que
hemos citado anteriormente.

El tiempo de cierre del epitelio presenta la
misma duracion que los estudios en animales reali-
zados por Wollensak et al'>"-157-17°_ confirmando de
esta forma la evolucion natural de la cicatrizacion
corneal en nuestros individuos.

En referencia al grupo B (seguimiento 3 dias),
en el cual se detecta el individuo con la complica-
cion ya citada, cabe sefialar que, atn siguiendo las
mismas pautas que el resto de individuos de ese
grupo, manifiesta ese retraso en la cicatrizacion
epitelial. Durante el seguimiento se observa la
misma evolucidn por topografia y queratometria
que el resto del grupo asi como un aplanamiento
corneal, sin que la presencia del haze y edema



corneal altere la curvatura. De igual forma este in-
dividuo muestra resultados positivos a las pruebas
realizadas de vision. Teniendo en cuenta ademas
que todos los individuos integrantes de cada grupo
pertenecen a la misma camada, consideramos una
de las posibilidades de la aparicion de esta reaccion
de edema corneal asi como el retraso en la cica-
trizacion puede deberse a una reaccion de hiper-
sensibilidad de tipo individual que pudo haberse
estudiado realizando las pruebas correspondientes.

En la bibliografia 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 a/ fueron los pioneros
en sefialar la profundidad que alcanzaba el trata-
miento crosslinking mediante el uso de la lampara
de hendidura'**. Segun sus estudios, describen la
aparicion de una linea de demarcacion a unos 300
pum de profundidad en el estroma de corneas que-
ratoconicas que se hace visible a las dos semanas
de la aplicacion del tratamiento'*. Esta linea de
demarcacion en la especie humana se ha ido confir-
mando posteriormente en diferentes estudios'> 4.

En el presente estudio, y a través del estudio
histologico de las muestras corneales de los ojos
tratados, hallamos una linea de demarcacion clara
del tratamiento que alcanza una profundidad de
250 +/- 20 um en el postoperatorio y a los 3 dias,
dejando de ser visible en el grupo de estudio de
15 dias. El uso de los parametros establecidos por
el equipo de investigadores de la Universidad de
Dresden!?> 126138 "en cuanto a la concentracion de
riboflavina utilizada y la intensidad de la radiacién
de luz ultravioleta tipo A emitida, ha establecido
una profundidad del tratamiento de 300 um indi-
cando como factor de riesgo para otras estructuras
corneales, y por tanto, factor limitante para la
aplicacion del tratamiento un espesor corneal mi-
nimo de 400 um (la media del espesor corneal en
la especie humana es de 500-550 pm)*>. En este
estudio no se han realizado medidas del espesor
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corneal mediante paquimetria, no obstante la me-
dia del espesor corneal es de 450-550 pm en la
especie cunicula®, por lo que podemos decir que
durante la aplicacion del tratamiento crosslinking
hemos alcanzado una profundidad aproximada del
50% en el estroma corneal (frente al 60% que se
alcanza en la especie humana'*, manteniendo de
esta forma intactos la membrana de Descemet y
el endotelio corneal.

Un método valido en la actualidad para valorar
la profundidad del efecto es la tomografia de co-
herencia Optica. En su estudio, Kanellopoulos et
al, evalian mediante la utilizacion de la OCT la
extension vertical hasta la linea de demarcacion
visible que marca la transicién entre estroma
anterior corneal y posterior no tratado, es decir
la profundidad del tratamiento'*®. En su muestra
de 94 ojos de la especie humana, con un espesor
corneal total de 432um, el efecto del tratamiento
riboflavina/luz UVA alcanza una extension de
305,6 um, lo que corresponde con un 70,98%'*. La
variabilidad de extension 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 um.

A raiz de nuestros resultados, confirmamos el
mayor efecto del tratamiento crosslinking en la
parte anterior de la cérnea, apoyando con estos
datos la teoria de la dependencia del efecto del tra-
tamiento en funcion de la profundidad estromal'?®
138.144.146 'En la misma direccion hallamos los estu-
dios experimentales de Kohlhaas'* sobre corneas
porcinas, en los que detalla una profundidad del
tratamiento crosslinking de 200 um. Esta menor
profundidad del tratamiento viene determinada por
el mayor grosor del estroma corneal en la especie
porcina'?® (850 pum).

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



70 Discusion

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

En un estudio del afio 2006, mediante microsco-
pia confocal en corneas de la especie humana, Ca-
porossi et al'* evidencian un inicio de repoblacion
de queratocitos en el estroma al mes de la aplica-
cion del tratamiento crosslinking que se completa
a los 6 meses, al igual que sucede en el estudio
de Mencucci et al en el ano 2010'"%. En nuestras
muestras, se empieza a detectar la aparicion de los
nucleos de los queratocitos a partir de los 15 dias,
aumentando la repoblacion 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 regeneracion del
estroma corneal de la especie cunicula frente a la
capacidad de la especie humana.

Consideramos que, en la actualidad, el méto-
do de eleccion para las medidas de la curvatura
corneal es la queratometria, sin embargo y dada
nuestra experiencia previa'?’, consideramos que
presenta determinadas limitaciones. En las corneas
muy irregulares, durante la toma de medidas posto-
peratorias, las miras obtenidas pueden estar muy
distorsionadas complicando la toma de datos. Por
otro lado, solo tenemos informacion de los cuatro
puntos centrales de la cornea, sin tener informacion
del resto de la superficie corneal.

Para superar estos limites es de destacar la
aportacion de la topografia corneal que propor-
ciona una informacion cualitativa y de utilidad en
corneas irregulares.

En la bibliografia consultada, los métodos de
evaluacion de la superficie corneal, en la especie
humana comportan en su mayoria el uso de to-
pografias corneales y obtencion de valores k por
queratometria, microscopia confocal, [ampara de

hendidura, paquimetria corneal e incluso tomo-

grafia de coherencia Optica'4® 169 171 181, 194,200, 211,
219, 228, 232, 242, 260

No encontramos estudios en especie cunicula
en los que se realice un seguimiento del radio de
la superficie anterior de la cornea 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 evaluacion limitada al uso de la lampara de
hendidura®**. En los trabajos experimentales del
equipo de la Universidad de Dresden, sobre las
consecuencias del tratamiento, incluyen también
el uso de la paquimetria corneal para buscar una
relacion entre el espesor corneal y el efecto pro-
ducido por la aplicacion del tratamiento, si bien
cabe sefialar que estos estudios se realizan en 0jos
enucleados de la especie porcina'®,

En lo referente a la utilizacion de la quera-
tometria, obtenemos unos valores k en los ojos
tratados frente a los valores k obtenidos en el
preoperatorio que tienen significacion estadistica
al mes de la aplicacion 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 variacion significativa en los radios de
la superficie anterior de la cornea. No obstante,
cabe sefialar 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
excepcion del grupo postoperatorio. Entendemos
que en este ultimo grupo la toma de medidas por
queratometria no es del todo fiable, al igual que
la topografia corneal, dado que al no haber un
epitelio regular debido a la debridacion superficial
realizada las medidas obtenidas pueden estar muy
distorsionadas.

No disponemos de estudios para contrastar los
resultados en especie cunicula en los que se realice
un seguimiento del radio de la superficie anterior
de la cornea para evaluar la curvatura, dado que



los trabajos realizados en animal in vivo estan
centrados en caracteristicas especificas del trata-
miento crosslinking tales como la modificacion en
el diametro de las fibras de colageno, la variacion
en la resistencia corneal o la modificacion en el
comportamiento biomecanico de la cornea'?s 146170,
y no en un seguimiento del efecto a largo plazo.
Los estudios que encontramos realizados en la
especie humana estan basados en corneas patolo-
gicas, bien por aparicion de queratocono!?® 17!+ 181,
219.260 o lo que es mas frecuente en la actualidad,
por ectasia corneal producida por una cirugia de
LASIK previa?® 22, En funcion de los resultados
que hemos obtenido y ante la ausencia de docu-
mentacion 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-
cion corneal de forma cualitativa por topografia.
De igual forma, la realizacion de mapas axiales
diferenciales nos permite realizar la observacion
y el analisis 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 utilizacion del tratamiento crosslinking,
siempre teniendo presente que se ha realizado en
corneas sanas.

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

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

En los resultados obtenidos por examen topo-
grafico en corneas queratoconicas, realizados por
Vinciguerra et al/, encontramos un aplanamiento
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de la curvatura corneal respecto al preoperatorio a
los 6 meses de aplicado el crosslinking, que sigue
siendo mayor y mas evidente a los 12 meses*®.
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 cérnea normalmente a partir de los
3-6 meses y por tanto un mayor aplanamiento de la
superficie corneal’”-?'°, Estos estudios demuestran
que el tratamiento no so6lo es capaz de frenar el
avance del queratocono sino que produce incluso
una regresion corneal del mismo. Coincidiendo
con estos autores y en funcion 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 regresion o no, que puede
producir en una cérnea patoldgica, 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 ano 2007, en los
resultados topograficos de su estudio en ectasias
post-Lasik, sefialan 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 queratectasia®®?. 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 cérneas sanas, nos llevan a sumarnos
a la teoria 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 histoldgico ni alteraciones de la cicatrizacion,
manteniendo el estroma corneal su correcta arqui-
tectura. En la bibliografia consultada encontramos
un estudio retrospectivo de una duracion de 4 afios
realizado por el equipo de investigadores de la
Universidad de Siena en 44 ojos queratoconicos
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de la especie humana'”'. Las medidas en los valo-
res queratométricos y las mejoras topograficas 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 afios, sin progre-
sion 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-
cién debido al mantenimiento prolongado en el
tiempo de su efecto aplanador.

Hasta la fecha no hemos encontrado estudios
experimentales en modelo animal con evaluacion
histologica en el postoperatorio inmediato. El
estudio experimental que mas temprano realiza la
evaluacion por histologia es el realizado por Wo-
llensak et al, con muestras del tercer dia postope-
ratorio'”’. En dicho trabajo describen un marcado
edema estromal que produce un engrosamiento de
la cornea tratada (850 +/- 66 pm) frente a un grosor
de 332 +/- 43 um de las corneas no tratadas'”’.
En nuestro trabajo no hemos realizado estudios
de paquimetria para poder evaluar cuantitativa-
mente las variaciones en grosor pero hallamos en
las muestras histologicas leves signos de edema
corneal en el postoperatorio que se hacen muy
evidentes a los 3 dias. La presencia de un infiltrado
inflamatorio de tipo cronico basado en linfocitos en
el area estromal mas adyacente al area tratada, asi
como la aparicion de espacios intercelulares y nos
sirve como zona de marcacion o delimitacion del
tratamiento que tiene una media de 250 +/- 20 um
de profundidad en los cinco individuos del estudio
(grupo postoperatorio y grupo 3 dias).

En la especie humana, Wollensak describe
una histologia de una muestra corneal de un ojo
enucleado a las 24 horas de la aplicacion del
tratamiento crosslinking. Al igual que en nuestro
estudio, este autor aprecia una pérdida completa
de queratocitos de aproximadamente 250-280pum y
una ausencia de epitelio en la zona central'>*. Este
estudio histologico 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-
blacion de queratocitos a partir del dia 15, a dife-
rencia del estudio de Wollensak et al que detallan
este hecho en el dia 7 post-tratamiento'’. No
podemos concluir el momento exacto del inicio
de la repoblacion, en nuestro caso, ya que no dis-
ponemos de grupo de estudio a los 7 dias y puede
haberse iniciado la repoblacion antes de los 15
dias. En lo que si coincidimos con estos autores
es en que la repoblacion de este tipo celular en
el estroma corneal es practicamente completa al
mes de aplicacion del tratamiento. Nuestros estu-
dios continian mas en el tiempo y a los 3 meses
este tipo celular ya estd consolidado y muestra
la arquitectura normal de una cornea 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 informacion sobre la unioén de
los hemidesmosas para valorar la resistencia real
de ese epitelio por la falta de estudios ultraestruc-
turales®' o confocales.

Los efectos que produce el tratamiento sobre las
lamelas de colageno pueden verse reflejados a los
15 dias de su aplicacion. La disposicion ondulada
de las lamelas se va reorientando a su posicion
paralela normal, tal y como describen Akhtar et
al a nivel estructural®', para alcanzar su correcta
arquitectura entre los 3 y 6 meses. En su estudio,
Ahktar et al nos muestran como a los 6 meses
de la aplicacion del tratamiento se aprecian los
queratocitos del estroma anterior con un nucleo
grande y el resto de organulos intracitoplasmaticos
en perfecto estado’’. No disponemos de estudios
de microscopia electronica pero creemos necesario
realizar mas trabajos en este sentido para poder
valorar realmente la recuperacion celular.

Nuestros resultados histologicos son similares a
lo descrito por Mencucci et al que utilizaron la téc-
nica TUNEL para mostrar las células apoptdsicas
principalmente en la parte anterior del estroma'”>.



Segun su estudio a los 6 meses se observa una total
repoblacion de este tipo celular'”.

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 dificil que la radiacion haya podido
producir dafos en estas estructuras oculares.

A partir de los 3 meses de aplicacion del trata-
miento y hasta el final de estudio (18 meses) descri-
bimos una cérnea con una arquitectura correcta por
lo que pensamos que la aplicacion del tratamiento
crosslinking no tiene consecuencias en el retraso
de la cicatrizacion ni alteracion en la transparencia
corneal. No se registran estudios histologicos en
este sentido y en la especie humana so6lo se han
detectado casos de cicatrizacion anomala en 4 ojos
de un total de 117, que pueden ir asociados a la
presencia previa de queratocono aunque no esta
clara su aparicion®®,

Nuestros estudios se han limitado a la micros-
copia dptica por tincion de hematoxilina eosina y
Rojo Sirio y no hemos realizado estudios de mi-
croscopia eléctronica que puedan aportarnos datos
sobre las variaciones en la cohesion interlamelar de
las fibrillas de colageno. En este sentido creemos
necesario realizar trabajos experimentales in vivo
del efecto a largo plazo del tratamiento crosslin-
king centrandonos en la estructura propia de las
fibras de colageno y sus uniones, ya que, al igual
que otros autores, consideramos que es la base del
efecto aplanador del tratamiento crosslinking'?*
146 Los estudios encontrados en esta direccion
también son escasos, in vitro y no evaluan esas
uniones intercelulares a largo plazo'”.

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.
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Con nuestros resultados previos'?’, en combinacion
con la insercién de anillos intracorneales, y los
obtenidos en este estudio consideramos que el
tratamiento crosslinking puede ser una técnica de
eleccion para el tratamiento de ectasias corneales
puesto que mantiene su efecto aplanador mas alla
de las técnicas habituales'?®. No obstante, consi-
deramos necesario la realizacion de mas estudios
para examinar los efectos del tratamiento en las
fibras de colageno asi como otros aspectos de se-
guridad ocular como puede ser el posible dafio 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 cunicula, nuestros estudios
proporcionan importantes conocimientos respecto
a estabilidad corneal a largo plazo que hasta ahora
se desconocian a nivel experimental. Dados los
escasos estudios, creemos que el uso clinico del
tratamiento crosslinking se est4 aplicando sin de-
masiadas consideraciones en cuanto a consecuen-
cias a largo plazo. Nuestros resultados histoldgicos
validan una estabilidad corneal sin modificaciones
a partir de los 3 meses con una arquitectura de cor-
nea sana. De igual modo, aportamos informacion
postoperatoria del efecto crosslinking que puede
ser util 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 produccion
de edema.

La tendencia a un incremento del radio de la
superficie anterior de la cornea, que empieza a
observarse a los 15 dias de la aplicacion del tra-
tamiento, muestra informacion sobre la rapidez
de instauracion del tratamiento crosslinking y lo
convierte en una herramienta til para la combi-
nacion con otras técnicas, teniendo en cuenta los
tiempos de aplicacion.

Tras nuestra experiencia con esta innovadora
modalidad de tratamiento de las ectasias corneales,
consideramos que la combinacion riboflavina/luz
UVA es uno de los tratamientos mas prometedores
en el manejo de estos desordenes dada su capaci-
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dad antiedematosa y antiproteolitica, favoreciendo
la rigidez de las fibras de coldgeno asi como su
capacidad de reorganizacion 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 progresion de la misma.

La asociacion de este tratamiento con otras
técnicas refractivas (implantacion de anillos in-
tracorneales, LASIK, etc.) también esta aportan-
do unos resultados para el paciente; en cuanto a
mejoria de la agudeza visual asi como estabilidad
de la patologia corneal. Nuestro actual trabajo
combinandolo con la queratoplastia conductiva
esta proporcionando prometedores resultados
preliminares en cuanto a la estabilidad corneal y
queratometrias. En este estudio ademas realizamos
estudios de paquimetria y microscopia electronica
para solventar las limitaciones que nos hemos ido
encontrando en el presente trabajo.

Consideramos que el tratamiento crosslinking
ademads aporta un beneficio social y econémico. Es
una técnica minimamente invasiva con un minimo
estrés para el paciente y no necesita hospitaliza-
cion con la reduccion de gastos sanitarios que €so
conlleva. No obstante, pese a que son escasas las
complicaciones registradas, y en nuestra experien-
cia la tasa de complicacion asciende al 2,8%, con-
sideramos que no es una técnica exenta de riesgos
dada la utilizacion de radiacion ultravioleta. Por
este motivo creemos necesarios mas estudios en
esta direccion asi como analisis de la capacidad
de mantener la estabilidad corneal a largo plazo.

Futuras lineas de trabajo

Creemos necesario la realizacion de estudios
de microscopia electronica para la valoracion de
los queratocitos y las uniones entre las lamelas de
colageno 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 estan condicionados por
la utilizacion de la riboflavina transepitelial'*. La

informacioén que puede proporcionarnos sobre
el area de proteoglicanos puede ser interesante
dado que los estudios sugieren que el crosslinking
también normaliza la sintesis de proteoglicanos y
no solo actua sobre las lamelas de colageno®'. En
este sentido, también consideramos interesante la
valoracion de los nervios presentes en el estroma
corneal asi como su regeneracion para determinar
el efecto del tratamiento en la sensibilidad corneal.
Segtin Wasilewski ef al, la recuperacion de dicha
sensibilidad se recupera a los 6 meses pero difiere
de los valores preoperatorios'®. De igual modo, se
necesitan mas estudios en corneas humanas para
respaldar los estudios en modelo animal y con
largos periodos de seguimientos. Ademas deben
realizarse mas trabajos en corneas queratoconicas
ya que difieren biomecanicamente de las corneas
sanas y se pueden obtener datos mas reales de la
enfermedad y su estabilizacion tras el tratamiento.

Una de las lineas de trabajo que consideramos
mas importante es la evaluacion de la seguridad
del tratamiento. Hasta la actualidad todos los estu-
dios han ido dirigidos a la valoracion del resto de
estructuras oculares tales como el cristalino o la
retina. Wollensak et al, en el afo 2011, ya descri-
bieron un estudio experimental donde relataron el
efecto del crosslinking/UVA en el epitelio limbal
y conjuntival'®. El limbo corneal es una fuente
rica en células madres y debe evitarse la radiacion
accidentalmente. No obstante, en este estudio en-
contramos un reducido tamafio muestral (3 sujetos
de estudio) y solamente 24 horas de seguimiento'®.
Se deben realizar més trabajos para la evaluacion
de efectos a largo plazo del tratamiento, efectos
genotdxicos o mutagénicos asi como el umbral
de dano del epitelio. En la misma direccion,
creemos necesario realizar estudios a largo plazo
con contaje y seguimiento de células endoteliales
para observar con mas detalle la inocuidad de esta
monocapa simple. En los ultimos afios se estan
registrando varios estudios de posible dafio endo-
telial producido por el efecto crosslinking?'%%'8, en
los cuales podemos concretar la importancia de un
contaje previo de las células endoteliales asi como
un espesor adecuado. A pesar de seguir todos los
criterios que exige el tratamiento crosslinking
pueden darse casos de descompensacion endotelial



y queratitis que conllevan a una disminucién de
la agudeza visual.

Otra de las estrategias importantes a seguir, y
en la que ya llevamos trabajando dos afios, es la
asociacion 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 tamafio muestral
reducido), que la aplicacién de riboflavina/luz
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UVA aportaba un efecto aditivo aplanador al
tratamiento temporal y con reversibilidad de la
implantacion de Intacs®. Actualmente estamos
trabajando en estudio experimental utilizando la
combinacidon de queratoplastia conductiva con
el tratamiento crosslinking estandar. Hasta la ac-
tualidad los resultados obtenidos nos indican una
ligera mejoria en el grupo tratado frente al grupo
control, en cuanto a estabilizacion de la arquitec-
tura y espesor corneal.
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VI. Conclusiones

1. La evaluacion de los efectos a nivel topografico 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 histoldgico han demostrado que el tra-
tamiento crosslinking mantiene la arquitectura corneal normal sin alteraciones en la cicatrizacion.

3. La profundidad hasta la que se produce el efecto crosslinking demuestra la seguridad del trata-
miento y lo convierte en primera eleccion 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 modificacion de la curvatura corneal, dando
lugar a una protrusion de la misma. Estos trastornos pueden desencadenarse de modo natural, por un
traumatismo ocular o, lo que es mas frecuente, como consecuencia de una cirugia refractiva.

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

Recientemente se ha descrito un procedimiento para aumentar la rigidez corneal que parece no afectar
a otras estructuras oculares, mediante la utilizacion de la riboflavina (vitamina B,) 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 basandose en la induccion de enlaces quimicos covalentes uniendo
grupos amino de las fibras de colageno. Existen en la actualidad diversos estudios que han demostrado
un aumento en el didmetro de las fibras de colageno y su resistencia a la digestion por colagenasas,
ratificando de esta forma la modificacion 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 estan trabajando en esta linea de investigacion a nivel mundial, existen algunas lagunas e
interrogantes que creemos necesario resolver sobre todo para conseguir una extrapolacion al humano
sin riesgo alguno. Uno de estos interrogantes que atn esta 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 evolucion (corto, medio y largo plazo).
Realizados los seguimientos mediante queratometrias y topografias corneales y, en funcion del tiempo
asignado a cada grupo, se procede al estudio final y toma de muestras.

Los resultados obtenidos nos indican que la aplicacion del tratamiento crosslinking es efectiva
ya que se consigue un mayor aplanamiento en el radio de la superficie anterior de la coérnea respecto
al radio preoperatorio con significacion estadistica. Por otra parte observamos que a partir de los 3
meses hasta el final de estudio (18 meses) no se produce una modificacion significativa en los ojos
tratados, si bien observamos un radio ligeramente mayor que el preoperatorio. De igual forma, los
estudios histoldgicos nos muestran que la técnica crosslinking es segura dado que los ojos tratados
recuperan su arquitectura normal a partir de los 3 meses, sin alteracion en la cicatrizacion ni aparicion
de artefactos en el estroma.

A pesar de los resultados prometedores creemos necesario la realizacion de mas estudios para evaluar
la cicatrizacion corneal por microscopia electronica, analizar la posible toxicidad de la luz ultravioleta
en los queratocitos asi como la respuesta inmune del organismo a la aplicacion 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 B,) 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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do a implante de Intacs en ojos de cerdo vivo” durante el 2nd International Congress of Collagen
Cross-Linking”. Switzerland, Zurich, 8 y 9 Diciembre 2006.
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- Titulo del proyecto: “Tratamiento crosslinking asociado a queratoplastia conductiva: técnica
novedosa alternativa al trasplante de cornea”.
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