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Cambios histologicos de las fibras de colageno corneal tras
aplicacion de crosslinking (Modelo en conejos)
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RESUMEN

Introducciéon. Recientemente se ha desarrollado el Crosslinking
para el tratamiento de las ectasias corneales, principalmente usada
en el queratocono, dicho tratamiento consiste en la aplicacion de
radiacion ultravioleta tipo A en cérneas impregnadas con riboflavina
antes y durante la aplicacion de la radiacion. Las mediciones biome-
cénicas in vitro, demuestran un incremento significativo en la resis-
tencia biomecdnica de la cérnea sometida al cross-linking y en un
estudio reciente se demostré el incremento en el didmetro de las
fibras de coldgeno.

Objetivo. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efec-
to de este nuevo procedimiento en el grosor de las fibras de colé-
geno de la cérnea de conejo a la semana y a los tres meses tras su
aplicacion.

Material y método. Se realizo el cross-linking en las cérneas
de los ojos izquierdos de ocho conejos albinos de Nueva Zelanda,
mediante la instilacion de riboflavina fotosensibilizadora, previa des-
epitelizacion y exposicion a rayos UVA (370 nm, 3 mW/cm?) duran-
te 30 minutos. Los ojos derechos de control no fueron tratados, cua-
tro conejos fueron sacrificados a la semana y los otros cuatro a los
tres meses, se tomaron cuatro cérneas derechas no tratadas como
grupo control y las cuatro cérneas izquierdas de los conejos sacrifi-
cados a la semana y las cuatro cérneas izquierdas de los sacrifica-
dos a los tres meses, se procesaron para obtener cortes ultrafinos
para ser evaluados morfométricamente mediante microscopia elec-
trénica, con la ayuda de un software informatico, se midi6 el grosor
de 50 fibras de coldgeno por ojo, total 200 mediciones por grupo.

Resultados. Se utiliz6 el método estadistico Z, con lo que se
encontr¢ diferencia estadisticamente significativa en el aumento del
grosor de las fibras de coldgeno corneal de conejo, de los dos grupos
tratados en relacion al grupo control. En cuanto al control y el grupo
sacrificado a la semana el resultado fue: Z=13.47; p < 0.05, en lo
que respecta al control y el grupo sacrificado a los tres meses fue: Z
=7.402; p <0.05. Al realizar la comparacion entre el grupo sacrifi-

Histological changes of the corneal collagen fibers
after application of crosslinking (Model in rabbits)

SUMMARY

Introduction. Recently, crosslinking has been developed for
the treatment of corneal ectasia, keratoconus primarily used in such
treatment involves the application of ultraviolet radiation type A
cornea saturated with riboflavin before and during application of
radiation, biomechanical measurements in vitro, show a significant
increase in biomechanical strength of the cornea subject to cross-
linking and a recent study showed an increase in the diameter of
collagen fibers.

Objective. The aim of this study was to evaluate the effect of
this new procedure in the thickness of the collagen fibers of the
cornea of rabbit a week and 3 months after cross-linking applica-
tion.

Material and methods. We performed cross-linking in the cor-
neas of the left eyes of 8 New Zealand albino rabbits by the instilla-
tion of the photosensitizer riboflavin, previous desepithelization and
exposure to UVA (370 nm, 3 mW/cm?) for 30 minutes. The right
eyes of control, were not treated, 4 rabbits were sacrificed a week
and the other 4 at 3 months, 4 corneas were taken right untreated
control group and 4 left corneas of rabbits killed a week and 4 cor-
neas left of the sacrificed at 3 months, were processed to obtain
ultrathin sections to be evaluated morphometrically by electron mi-
croscopy, with the help of computer software, we measured the
thickness of collagen fibers 50 for an eye, total 200 measurements
per group.

Results. We used the statistical method Z, which found sta-
tistically significant difference in increasing the thickness of the
corneal collagen fibers of rabbit, the two treated groups in rela-
tion to the control group. As for the control and the group killed a
week the result was: Z = 13.47, p < 0.05, with respect to the
control and the group sacrificed at 3 months was: Z= 7,402, p <
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cado a la semana y el sacrificado a los tres meses se encontrd una
disminucidn estadisticamente significativa del engrosamiento de las
fibras de coldgeno corneal de este Gltimo grupo con el siguiente re-
sultado: Z=3.9; p < 0.05.

Palabras clave: Crosslinking, Ectasia, UVA.

Introduccion

Recientemente se ha desarrollado el Crosslinking para
el tratamiento de las ectasias corneales, principalmente en
el queratocono, dicho procedimiento consiste en aplicar
radiacién ultravioleta tipo A en la cérnea previamente im-
pregnada con riboflavina, asi como durante la radiacién, lo
anterior incrementa la resistencia biomecanica de la cor-
nea demostrado por mediciones biomecanicas, en un estu-
dio reciente se demostré el incremento en el didmetro de
las fibras de coldageno.

El “crosslinking” fue introducido por Theo Seiler, Eber-
hard Sporl y Gregor Wollensak de Berlin, Alemania, en el
2003 para aumentar la dureza de la cérnea y tratar de dete-
ner la progresién del queratocono, encontraron que la po-
dian aumentar en 300%. Cuando hablamos de ““crosslinking”
corneal hablamos de un reforzamiento de la cérnea al in-
crementar el nimero de uniones entre las moléculas de
coldageno al inducir enlaces covalentes entre las moléculas
de coldgeno. Estas nuevas uniones hacen la cornea menos
eldstica y aumentan su resistencia al estiramiento, en gene-
ral, es un tipo de reaccidén quimica que produce nuevos en-
laces que incrementan la resistencia de un tejido.!?

El coldgeno es el componente principal de la cérnea y
también es el responsable de las caracteristicas de la cor-
nea sana. La resistencia de las fibras de coldgeno depende
de la creacién de zonas de unién entre las moléculas de
coldgeno y de su distribucién. Se sabe que la resistencia
del tejido corneal que sufre de queratocono disminuye 50%
en comparacion con aquélla de una cérnea sana y eso expli-
ca una cdrnea estructuralmente “débil”, que tiende a adel-
gazarse y a formar un abultamiento en forma de cono.’

El “crosslinking” en general es un tipo de reaccién qui-
mica que produce nuevos enlaces que incrementan la resis-
tencia de un tejido. Cuando hablamos de crosslinking cor-
neal hablamos de un reforzamiento de la cérnea al incre-
mentar el nimero de uniones entre las moléculas de
colageno. Estas nuevas uniones hacen la cornea menos elds-
tica y aumentan su resistencia al estiramiento.>?

Un estudio demostré un incremento en el didmetro de
las fibras de coldgeno corneal, tras la aplicacion del “cross-
linking”, siendo el efecto mds fuerte en la mitad anterior
del estroma, debido a la rdapida disminucion del reflejo de
los rayos UVA a través del estroma corneal, como resulta-
do de una absorcién de los rayos UVA intensificada con
riboflavina.*
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0.05. To make the comparison between the group killed a week
and sacrificed at 3 months was found a statistically significant
thickening of the corneal collagen fibers of the latter group with
the following results: Z = 3.9, p <0.05.

Key words: Crosslinking, Ectasia, UVA.

Métodos

Se organizaron dos grupos de cuatro conejos albinos de
Nueva Zelanda cada uno, en cada grupo se traté el ojo iz-
quierdo y el derecho fue el control, se sacrificaron a la se-
mana y a los tres meses, respectivamente, como sigue:

1. Aplicacién de pilocarpina al 4% una hora previa a la anes-

tesia.

2. Anestesia de los conejos con Ketamina al 10% (0.25
mg/kg) y Xilazine (0.5 mg/kg).

. Aplicacién de anestesia tépica 15 minutos antes del pro-
cedimiento, asi como desepitelizacién de los 5 mm cen-
trales de la cérnea.

Aplicacién de Riboflavina al 0.1%, colirio 15 minutos an-
tes de la radiacién cada 5 minutos y cada 3 minutos du-
rante la radiacién, hasta completar 30 minutos.

. Exposicién de uno de los ojos (izquierdo) de cada co-
nejo a radiacién UV A con siguientes parametros (370
nm, 3 mW/cm?) a una distancia de 1 cm por 30 minutos
(Figura 1).

. Sacrificio de los animales con dosis letal de Pentobar-
bital (consistente en el doble de la dosis habitual para
anestesia general): en el caso del primer grupo a la se-
mana y del segundo a los tres meses de la aplicacion del
Crosslinking.

. Obtencioén de las corneas, las cuales se fijaron con Gluta-
raldehido al 2.5% en Buffer de PBS al 0.1M a 4 °C, des-
pués de la fijacién se obtuvieron muestras de cortes de 3
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Figura 1. Aplicacion de Crosslinking al ojo izquierdo de dos conejos.
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mm centrales de la cérnea y fueron incluidas en epon (re-
sina epoxi), para luego realizarse cortes finos hasta llegar
a 100 um de profundidad y asi obtener cortes ultrafinos
de 50-70 nm de grosor, contrastadas con acetato de Uranyl
y citrato y posteriormente evaluadas morfométricamente
con microscopio electrénico de transmisién marca Jeol,
Modelo JEM-1200 EXII, hecho en Japén (perteneciente
al Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Na-
cional Auténoma de México).>>® Medicion de las fibras
de colageno con el programa Digital Micrograph (Figu-
ras2y 3).

Resultados

Con la finalidad de identificar si existen cambios histo-
16gicos en las fibras de coldgeno corneal tras la aplicacién
de “crosslinking” a la semana y a los tres meses, postrata-
miento se utilizaron 12 ojos de ocho conejos, divididos en
dos grupos.

Se utilizé el método estadistico Z, para comparacion de
medias para grupos independientes, donde n es > 30.

El primer grupo se integré con cuatro conejos, a los que
se les tratdé con crosslinking al ojo izquierdo. A éstos se
les sacrificé a la semana postratamiento, realizando 50 me-
diciones del grosor de las fibras de coldgeno a cada ojo.

El segundo grupo se integrd con cuatro conejos, a los
que se les traté con crosslinking al ojo izquierdo. A éstos

Figura 2. Fotografia de microscopia electrénica de transmision de fibras de
coldgeno. Fuente: Directa.

Figura 3. Medicién de las fibras de colageno mediante el programa Digital
Micrograph. Fuente: Directa.
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se les sacrificé a los tres meses postratamiento, realizan-
do 50 mediciones del grosor de las fibras de coldgeno a
cada ojo.

Como grupo control se tomaron los ojos derechos de
dos conejos del primer grupo y los ojos derechos de dos
conejos del segundo grupo, por razones de costos y de igua-
lar los grupos a cuatro ojos cada uno, se realizaron 50 me-
diciones del grosor de las fibras de coldgeno a cada ojo.

Para fines de comparacién se utilizaron 50 mediciones
del grosor de las fibras de coldgeno de cada ojo izquierdo,
total 200 mediciones, igual nimero de mediciones de los
ojos derechos del grupo control.

Los ojos derechos (grupo control) presentaron una me-
dia de 42.01, 43.02, 41.02 y 39.03, respectivamente (Fi-
gura 4).

En los cuatro ojos izquierdos de los conejos sacrifica-
dos a la semana, las medias aritméticas fueron 43.56, 42.55,
43.60, y 40.57 nm, respectivamente (Figura 5).

En el grupo de conejos sacrificados a los tres me-
ses, en los cuatro ojos izquierdos presentaron medias
aritméticas de 42.08, 43.18, 42.07, y 41.15 nm (Figu-
ra 6).

Con la finalidad de realizar el andlisis comparativo se
procedid a calcular la media aritmética de las 200 medi-
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Figura 4. Grosor promedio de la fibras de coldgeno de los ojos derechos no
tratados (Grupo Control) de conejos.
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Figura 5. Grosor promedio de las fibras de coldgeno del ojo izquierdo de
conejos sacrificados a la semana después del tratamiento con Crosslin-
king.
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Figura 6. Grosor promedio de las fibras de coldgeno del ojo izquierdo en
conejos sacrificados a las 12 semanas.

ciones del grosor de las fibras de los cuatro ojos izquier-
dos de los conejos sacrificados a la semana.

Asimismo, se calcul6 la media aritmética de las 200 me-
diciones de los ojos derechos del grupo control.

Posteriormente se utilizé el método estadistico para
comparacién de medias cuando n es > 30, denominado
Método Z.

Encontrando que en el grupo sacrificado a la semana de
tratamiento, el promedio del grosor de los ojos izquierdos
y de los derechos, present6 una diferencia estadisticamen-
te significativa a 95% de confianza en donde las medias
son muy diferentes (Z = 13.47; p > 0.05) como se muestra
en el cuadro 1y la figura 7.

Por otro lado, se realiz6 el andlisis comparativo las me-
dias aritméticas de las 200 mediciones del grosor de las

Z=13.47;p<0.05

Figura 7. Andlisis comparativo del grosor promedio de las fibras de cola-
geno del grupo de estudio de conejos sacrificados a la semana y el Grupo
Control. Fuente: Cuadro 4.

fibras de los cuatro ojos izquierdos de los conejos, pero en
este caso de los conejos sacrificados a los tres meses, con-
tra la media aritmética de 200 mediciones del grosor de las
fibras de coldgeno de los ojos derechos (control).

Se observé que en el grupo sacrificado a los tres meses
de tratamiento, el promedio del grosor de los ojos izquier-
dos y de los derechos, si present6 una diferencia estadisti-
camente significativa a 95% de confianza, en donde las
medias son diferentes (Z = 13.455; p < 0.05) como se
muestra en el cuadro 2 y la figura 8.

Finalmente, se procedi6 al andlisis comparativo, de los
ojos izquierdos (tratados) tanto del grupo de conejos sa-
crificados a la semana como a las 12 semanas.

Cuadro 1. Andlisis comparativo de las medias del grosor de las fibras de coldgeno.

Qjo Derecho QOjo Izquierdo
No. Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 Conejo 4 Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 Conejo 4
Media 41.27 42.57
desvest 096 097
N 200 200
Analisis Z=13.47;p<0.05

Analisis comparativo de las medias del grosor de las fibras de coldgeno de ojos izquierdos (Grupo de Estudio) tratados con Croslinking, de cuatro conejos sacrificados

a la semana de tratamiento y cuatro ojos derechos (Control). Fuente: Directa.

Cuadro 2. Andlisis comparativo de las medias del grosor de las fibras de coldgeno.

QOjo Derecho QOjo Izquierdo
No. Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 Conejo 4 Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 Conejo 4
Media 41.27 42.12
desvest 096 131
N 200 200
Analisis Z="17.402;p<0.05

Analisis comparativo de las medias del grosor de las fibras de coldgeno de ojos izquierdos (Grupo de Estudio) tratados con Croslinking, de cuatro conejos sacrificados
alas 12 semanas del tratamiento y cuatro ojos derechos (Control). Fuente: Directa.
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Figura 8. Andlisis comparativo del grosor promedio de las fibras de cola-

geno del grupo de estudio de conejos sacrificados a los tres meses y el
Grupo Control. Fuente: Cuadro 2.

Cuadro 3. Anilisis comparativo de las medias del grosor de las fibras de

colageno.
Grupo 1 Semana 12 Semanas
Media 42.57 42.12
Desvest 097 131
N 200 200
Analisis 7Z=3.9;p<0.05

Andlisis comparativo de las medias del grosor de las fibras de coldgeno de ojos
izquierdos (Grupos de Estudio) tratados con croslinking de los conejos sacrifi-
cados a una semana y las 12 semanas de tratamiento. Fuente: Directa.
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Figura 9. Anilisis compartivo del grosor promedio de las fibras de colage-
no en los Grupos de Estudio de conejos sacrificados a la semana y a los
tres meses.

Encontrando una diferencia estadisticamente significa-
tiva entre las medias, en donde la media del grosor en los
conejos sacrificados a la semana es significativamente ma-
yor a 95 % de confianza. Como se muestra en el cuadro 3
y la figura 9.

Discusion
El presente estudio ha mostrado un aumento estadisti-
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camente significativo en el grosor de las fibras de cola-
geno de los dos grupos de estudio en relacién con el gru-
po control y, asimismo, una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al grosor de las fibras de coldgeno
entre el grupo de estudio de los conejos sacrificados a la
semana del cual fue mayor el grosor en relacién con el
grupo sacrificado a los tres meses.

En nuestro estudio el aumento del grosor en el grupo de
la semana fue de 3.1% (1.6 nm). Y disminuy6 en el de las
12 semanas al 2% (0.85 nm).

Gregor Wollensak y cols., en el 2004, encontraron un
incremento en el didmetro de fibras de coldgeno en el es-
troma anterior de 12.2% (3.96 nm).*

Daxer y cols., 1998: Reportaron radio promedio de 65.2
+ (0,8 nm (< 65 afios) y de 66.4 £ 0,7 nm (> 65 afios), medi-
das por medio de dispersion de rayos x de dngulo pequefio
y gran angulo.”

En nuestro estudio y en otros donde se ha aplicado Cros-
slinking no se ha observado pérdida de la transparencia cor-
neal.

En el presente estudio se evidencia la disminucidn esta-
disticamente significativa del grosor de las fibras de cola-
geno durante el tiempo de nuestro estudio, sin poderse ase-
gurar en la presente investigacion que esta disminucién del
grosor de las fibras de coldgeno sea progresiva o se man-
tenga sin cambios al paso de mds tiempo.

Es probable que en nuestro estudio el mayor grosor a la
semana se deba a varios factores, entre ellos el proceso
inflamatorio o incluso a la disminucién transitoria de pro-
tefnas tales como el lumicano.

Tanto la inflamacién como la sintesis de lumicano son
afectados por el tiempo, disminuyendo y aumentando, res-
pectivamente.

Conclusion

Existe un aumento en el grosor de las fibras de coldgeno
tras la aplicacién de Crosslinking. En cuanto a las reco-
mendaciones, los resultados obtenidos nos sugieren conti-
nuar con las investigaciones experimentales y clinicas acer-
ca de este procedimiento de Crosslinking para el tratamien-
to de las ectasias corneales, para poder establecer el tiempo
en que éste deba repetirse o en un momento dado no apli-
carse.
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