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RESUMEN

El crosslinking o reticulacion del colageno corneal es una técnica utilizada para mejorar
y reforzar la biomecanica corneal, basada en la combinacion de riboflavina y luz ultravioleta
A. Su efecto induce la formaciéon de uniones covalentes entre las fibras de colageno del
estroma corneal, aumentando su estabilidad mecanica. El objetivo del presente estudio es
evaluar mediante ensayos de indentacion in vivo y de traccion uniaxial in vitro el efecto de
esta técnica sobre las propiedades biomecanicas de la cornea, asi como estudiar las
propiedades elésticas y viscoelasticas de ésta a medio plazo en animales de experimentacion.
Para ello, se utilizaron 12 conejos machos neozelandeses, de peso comprendido entre 2 y 2,5
kg, testados previamente para descartar enfermedades oculares o sistémicas. Bajo anestesia
intramuscular y ocular tdpica, todos ellos fueron tratados de forma bilateral mediante
crosslinking del colageno corneal estindar (3 mW/cm?; 30 minutos). Previamente al
tratamiento mediante crosslinking y tras éste a los dias 7, 21 y 56, y bajo similar protocolo
anestésico, se realizaron ensayos de indentacion in vivo registrando previamente los valores
del espesor corneal central (ECC) y la presion intraocular (PIO). Tras los ensayos de
indentacién in vivo, previo al tratamiento mediante crosslinking y a los dias 7 y 56, 4
animales fueron eutanasiados para la realizacion de los ensayos de traccidon uniaxial in vitro,
registrando previamente los valores del ECC. Posteriormente se procedié al analisis
estadistico de los datos obtenidos. Mediante el ensayo de indentacion in vivo, se observd un
comportamiento mecanico mas elastico a los dias 7 y 21 tras el tratamiento respecto al
observado previamente a éste, recuperando la rigidez inicial al dia 56. Por el contrario,
mediante el ensayo de traccion uniaxial in vitro, se observd un comportamiento mecanico
mas rigido a los dias 7 y 56 tras el tratamiento respecto al observado previamente a éste, sin
observar diferencias estadisticamente significativas entre los dias 7 y 56. En ambos ensayos
unicamente se observé diferencia estadisticamente significativa en el ECC a los 56 dias tras
el tratamiento respecto al observado previamente y a los 7 y 21 dias después de su aplicacion.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la presion
intraocular. Desde el punto de vista mecanico, la combinacion del ensayo de indentacion in
vivo y de traccion uniaxial in vitro para la valoracion de la estabilidad mecanica aportada por
los queratocitos y las fibras de coldgeno corneales, respectivamente, constituyen un método
adecuado para la caracterizacion completa de las propiedades biomecanicas corneales tras el

tratamiento mediante crosslinking del coldgeno corneal.
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ABSTRACT

Corneal collagen crosslinking is a technique that improves and reinforces the corneal
mechanic, based on the combined action of the riboflavin and ultraviolet-A light giving rise
to new covalent links among collagen fibers of the corneal stroma increasing its mechanic
stability. The aim of the present study is to perform an 7z v/vo indentation and 7z vizro
uniaxial tensile tests to investigate the effect of corneal collagen crosslinking on the corneal
biomechanical behavior and study the elastic and viscoelastic behavior along the time in
experimental animals. In order to carry out this aim, 12 male New Zealand white rabbits were
used, weight ranged from 2 to 2.5 kg. All animals were healthy and free of clinically
observable ocular and systemic diseases. Bilateral standard corneal collagen crosslinking (3
mW/cm?*; 30 minutes) was performed under intramuscular and ocular anesthesia. /7 vivo
indentation tests were performed using a similar anesthetic protocol before and after corneal
collagen crosslinking at 7th, 21st and 56th day. Intraocular pressure (IOP) and central corneal
thickness (CCT) were measured before each in vivo indentation test. For the 77 vzz70 uniaxial
tensile tests and after performing the 7z 17/vo indentation tests, 4 rabbits were euthanatized
before crosslinking, 4 rabbits at 7th day and 4 rabbits at 56th day. ECC was measured before
each uniaxial tensile test. Afterwards, statistical analysis was performed. Regarding the
indentation test, at 7th and 21st day after crosslinking, the corneal tissue showed the most
elastic behavior and afterwards was observed a progressive recovery of corneal stiffness until
the 56th day. Regarding the uniaxial tensile test, unlike in the 77 v7/vo indentation tests, at 7th
day after crosslinking, the corneal tissue showed the stiffest behavior remaining practically
constant until the 56th day, not finding statistically significant differences between at 7th and
56th day. In both types of tests, there were statistically significant differences in the CCT at
56th day with respect to CCT before and after crosslinking at 7th and 21st day, but not
between them. No statistically significant differences in the IOP were found. As regards the
mechanical response, 7z v7vo indentation test and 7z vzz7o uniaxial tensile test combination to
assess the mechanical stability provided from corneal keratocytes and corneal collagen fibers,
respectively, constitute a suitable method to typify the corneal biomechanical properties after

corneal collagen crosslinking.
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INTRODUCCION

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1. Establecimiento in vivo de las propiedades biomecanicas de la cornea sana en el conejo

como base de comparacion y modelo animal en el estudio de patologias corneales.

2. Estudio del ensayo mecanico de indentacidon corneal in vivo como método alternativo y

complementario para el establecimiento de las propiedades biomecanicas corneales.

3. Comparacion de los resultados obtenidos con el ensayo mecanico de indentacién corneal
in vivo y el de traccion uniaxial in vitro tras el tratamiento mediante crosslinking del

coladgeno corneal en el conejo.

4. Comparacion del comportamiento biomecanico y efecto del tratamiento mediante

crosslinking del colageno corneal a medio plazo.

5. Extrapolacion de los resultados obtenidos y valoracion del conejo como modelo animal
experimental en el tratamiento de ectasias corneales (queratocono) mediante crosslinking

del coladgeno corneal en cérneas de espesor reducido.

LUGAR DE REALIZACION

=> FACULTAD DE VETERINARIA (UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA):
Laboratorio de la Unidad de Patologia Quirargica y Cirugia del Departamento de Patologia

Animal.

=> INSTITUTO DE INVESTIGACION EN INGENIERIA DE ARAGON I3A (UNIVERSIDAD DE
ZARAGOZA) Y CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA EN RED (BIOINGENIERIA,
BIOMATERIALES Y BIOMEDICINA):

Plataforma de Caracterizacion Tisular y Laboratorio de Biomecanica.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

FUNDAMENTOS Y EFECTOS TERAPEUTICOS DEL TRATAMIENTO MEDIANTE CROSSLINKING

DEL COLAGENO CORNEAL

La reticulacion o crosslinking se basa en la creacion de enlaces covalentes o i6nicos que
unen una macromolécula (polimero) a otra, entendiendo por macromolécula un polimero
sintético o natural como pueden ser las proteinas. La reticulacion es un proceso bien conocido
en los tejidos humanos, asociado al envejecimientol, a la diabetes mellitusz, y consecuencia
de las reacciones de Maillard. El curtido de pieles de animales fue su primera aplicacion. En
el ambito de la medicina se utilizd por primera vez en odontologia para el curado de
compuestos con luz ultravioleta (fotopolimerizaciéon)®. En cirugia cardiaca, se empleé junto
con glutaraldehido para reducir la calcificacion temprana y el deterioro tisular de las valvulas
cardiacas. En general y durante el proceso de envejecimiento natural del cuerpo humano, se
producen fendmenos de crosslinking enzimaticos y no enzimaticos de manera fisiologica en
varias partes del organismo. Con la edad, aumenta el numero de uniones o crosslinks asi
como la rigidez de las estructuras®’. Este fenomeno se ha observado en la cornea, el
cristalino, la piel, los vasos sanguineos y los cartilagos articulares. Ademas, se sabe que la luz
solar y el tabaquismo causan cambios andlogos. Desde que la reticulacion (crosslinking) se
utilizé por primera vez en tejidos oculares, no han cesado los debates sobre las indicaciones,
contraindicaciones y variantes a la técnica de reticulacion del colageno corneal

convencional®,

La estabilidad biomecanica de la cérnea se determina principalmente por la estructura de
sus moléculas de coldgeno y su distribucion espacial, es decir, las fibras de colageno. El
objetivo fundamental del crosslinking del coldgeno corneal es el incremento artificial del
namero de crosslinks en el estroma corneal para mejorar asi la estabilidad mecénica de éste.
Este tratamiento se basa en el proceso de fotopolimerizacion de las fibras de colageno del
estroma corneal inducido por la accidon combinada de riboflavina (vitamina B2) como
fotosensibilizador y de luz ultravioleta A (UVA) generada artificialmente a 370 nm, longitud

de onda pico de absorcion de la riboflavina’.

La presencia de riboflavina en la coérnea durante el procedimiento atenta

considerablemente la incidencia de energia radiante en el interior del ojo, energia que es
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colimada generalmente en una zona de didmetro de entre 8 y 9 mm, de manera que los tejidos
externos a esta zona no sufran los efectos de la radiacion. Para lograr el resultado 6ptimo tras
la aplicacion de crosslinking del coldgeno corneal es necesaria una concentracion suficiente
de riboflavina. Esta concentracién se puede conseguir mediante varios métodos: difusion a
través del estroma previamente desepitelizado (método estandar), difusion a través del
epitelio intacto hasta el estroma (método transepitelial) o inoculacion directa intraestromal

(técnica del anillo o de la aguja).

Sin embargo, el método estdndar ha sido el mas utilizado ya que el epitelio intacto
constituye una barrera de difusion para la riboflavina, evitando una correcta saturacion del
estroma corneal, por lo que debe ser eliminado previamente a la instilacién de riboflavina®’.
Asimismo, es necesario un determinado tiempo para conseguir la difusion completa de
riboflavina hasta las capas mas profundas de la cérnea que garantice la correcta generacion de
las uniones covalentes y la proteccion de las estructuras intraoculares. En la cornea
previamente desepitelizada (método estdndar) se observd que la instilacion de riboflavina
cada 3 minutos durante un tiempo de 20-30 minutos antes de la irradiacion era suficiente para
conseguir la concentracion necesaria que permitiese la absorcion de la mayor parte de la

radiacion UVA, garantizando la proteccion del endotelio corneal, cristalino y retina'’.

La base bioquimica del tratamiento sobre el tejido corneal se fundamenta en la
generacion de radicales de oxigeno a partir de la riboflavina por medio de una reaccion de
fotoxidacion. La luz UVA provoca la excitacion de la riboflavina y su paso a estado de
triplete, generando especies reactivas de oxigeno (ERO), fundamentalmente en estado de
singlete (forma excitada de la molécula de oxigeno) y en menor medida radicales superdxido.
Las ERO reaccionan con diversas moléculas favoreciendo la transformacion de los grupos
amino terminales de las cadenas laterales de las fibras de coldgeno corneal en grupos
aldehido. Seguidamente, los grupos amino y aldehido forman enlaces covalentes entre las
cadenas laterales incrementando el nimero total de enlaces covalentes en el estroma corneal.
Este hecho tiene lugar a través de dos mecanismos, el primero de los cuales (tipo I) estd
favorecido por bajas concentraciones de oxigeno en las que se producen radicales o iones de
radicales; y el segundo (tipo II) en el que la riboflavina excitada reacciona para dar oxigeno
en estado de singlete. Bajo condiciones aerobicas, lo que ocurre en los primeros 15 segundos
de exposicion UVA, se produce la fotoxidacion de las proteinas estromales principalmente

por la reaccion de tipo II. Tras esta breve fase, el oxigeno disminuye y la reaccion entre

10




Alfonso Cruz Andrés

riboflavina y proteinas es predominantemente de tipo I. Las especies reactivas pueden
entonces inducir la unidén covalente de varios tipos de moléculas del estroma corneal:
coladgeno, proteoglicanos (moléculas de la matriz extracelular con un nucleo proteico con el

que se unen a glucosaminoglicanos), DNA y RNA (Figura 1)°.
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Figura 1. Esquema de la reaccion bioquimica que da lugar a la generacion de radicales libres
de oxigeno y la formacion de enlaces covalentes entre los grupos amino y aldehido de las

cadenas laterales de las fibras de colageno estromal.

Fuente: Iseli HP, Hafezi F, Mrochen M, Seiler T. Estado actual de la reticulacion del colageno corneal. En: Cezon J, editores. Técnicas de
modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 387. / Raiskup F, Spoerl E. Corneal
crosslinking with riboflavinand ultravioleta A. I. Principles. The Ocular Surface 2013; 11(2): 65-74.

El uso estandarizado de una concentracion de riboflavina al 0,1% fue establecido para el
tratamiento de corneas con estromas de un espesor reducido de aproximadamente 400 um por
dos razones'": el efecto biomecanico en un amplio abanico de concentraciones (0,015 a 0,5%)
es independiente de la concentracion y el uso de dicha concentracion evita el dafio ocular
debido a la radiacion UVA™'?. Una concentracion del 0,1% produce un coeficiente amplio de
absorcion con el que el 90% de la radiacion UVA se absorbe en el estroma, mientras que el
endotelio, cristalino y retina se encuentran protegidos de la luz UVA''*. La riboflavina es
efectiva no s6lo como generadora de oxigeno en estado de singlete sino que también es un
scavenger a altas concentraciones para los radicales libres, asi mantiene un balance entre la
formacion y destruccién de oxigeno en estado de singlete’>. Ademas, un incremento de la
concentracion de riboflavina no aumenta necesariamente la creacion de oxigeno en estado de
singlete siempre que se haya llegado a un estado de saturacién apropiado. Dado que en un
espesor estromal de aproximadamente 400 pum, el 90% de la radiacion UVA es absorbida,

reduciendo asi el dafio endotelial y previniendo los efectos secundarios de la radiacion sobre
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. r . . 1 .
la retina, corneas con espesores menores de 400 pm son excluidas del tratamiento'’. Sin
embargo, se han desarrollado diversos métodos para tratar pacientes con espesores corneales

de menos de 400 um:

1. Aplicar soluciones hiposmolares de riboflavina al 0,1% para generar edema
corneal'®!”. Usando esta técnica se pueden tratar corneas de hasta un espesor inicial
de 320 pm'®'®,

2. Disminuir la dosis total de irradiacion UVA en relacion al espesor estromal'”.

3. Utilizar la técnica de desbridamiento epitelial, sin eliminar el epitelio en la zona de
menor espesor en corneas de menos de 400 pm'”*°.

4. Incrementar la concentracion de la solucion de riboflavina al 0,2% para conseguir
mayor absorcion de luz UVA en el estroma anterior, disminuyendo asi la exposicion

del endotelio'’.

5. Combinar varias de las técnicas anteriores.

Asi pues, en la medida de lo posible es necesario evitar la exposicion del ojo a la luz
UVA. Las regulaciones de salud y seguridad limitan la dosis diaria de intensidad UVA a una
irradiacién de 1 mW/cm® sin fotosensibilizadores que protejan la cérnea’’. En los
experimentos animales realizados previamente a la validacion del tratamiento mediante
crosslinking del colageno corneal, el umbral de dafio epitelial tras una irradiacion UVA de 30
minutos sin fotosensibilizador fue de 4 mW/cm?, de manera que durante el tratamiento se
utiliza una radiacion de 3 mW/cm” seguido de la aplicacion de riboflavina. Asi, en una capa
de estroma de aproximadamente 400 um de espesor, el 90% de la radiacion UVA se absorbe
en la cornea que ha sido tratada con riboflavina, y el endotelio se expone solo a 0,18
mW/cm?, evitando el dafio de cristalino y retina®’. Asimismo, este valor estd por debajo del

umbral de dafio de 0,35 mW/cm? establecido para experimentacion animal®.

Desde el desarrollo de la técnica, descrita por Wollensak y cols. para el tratamiento del
queratocono en 1998**, han surgido 2 plataformas comerciales para la realizacion de este
tratamiento, el crosslinking estandar (CXL; 3 mW/cm® durante 30 minutos) y el acelerado
(KXL; 30 mW/cm” durante 3 minutos) (Figura 2). Ambas permiten alcanzar una dosis total
de radiacién UVA similar (5,4 J/cm?) y comparten el mismo principio basico, consistente en
aumentar el entrecruzamiento de las fibras de coldgeno corneal aplicando radiacion UVA con

una longitud de onda de 370 nm sobre la cornea previamente saturada de una solucion de

12
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riboflavina (vitamina B2) al 0,1% que actiia como fotosensibilizador®. Asi, como se ha
comentado anteriormente, dicho efecto permite incrementar la estabilidad mecanica de la
cornea en una zona limitada, localizada en el area de aplicacion del haz UVA, durante un
periodo corto de tratamiento suficiente para lograr el objetivo terapéutico buscado y

manteniendo la transparencia corneal inalterada, no comprometiendo asi la vision.

T T N

5

S

Figura 2. Equipos para el tratamiento mediante crosslinking de colageno corneal estandar
(izquierda; UVA CBM-X-Linker, CSO, Scandicci Firenze, Italia) y acelerado (derecha; KXL
AVEDRO, Avedro Inc., Waltham, MA, EE.UU.).

Fuente: www.carletonltd.com / www.avedro.com

Los efectos del crosslinking del colageno corneal mejor descritos hasta el momento
incluyen el aumento de la rigidez del tejido corneal y de la resistencia a la digestion
enzimatica del coldgeno, la disminucion del edema estromal y de la permeabilidad corneal, y
el aumento de la estabilidad mecanica, pudiendo ser todos ellos fttiles en diversas
queratopatias (Figura 3)***"*****_ Por ejemplo, mientras que en las queratectasias interesa
un incremento de la rigidez, en los cuadros de queratomalacia es necesaria mayor resistencia
a la protedlisis enzimatica. En cuanto a la distrofia endotelial de Fuchs, la menor tendencia al
edema corneal puede reducir el dolor y mejorar la agudeza visual. Sin embargo, aunque los
efectos de este tratamiento han sido ampliamente estudiados, es una técnica en constante
evolucidn, habiéndose descrito también propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias en la

combinacion de riboflavina con luz ultravioleta A (UVA)*'.

13
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Figura 3. Esquema del efecto fundamental del tratamiento mediante crosslinking del coldgeno

corneal. Numero de enlaces covalentes entre las fibras de coldgeno y rigidez corneal antes

(izquierda) y después (derecha) de su aplicacion.
Fuente: Wollensak G., Spoerl E., Seiler T. Riboflavin ultraviolet A induced collagen crosslinking for the treatment of keratoconus.

American Journal of Ophthalmology 2003; 135(5): 620-627. / www.visioncamberwell.com.au

APLICACIONES MAS FRECUENTES DEL CROSSLINKING DEL COLAGENO CORNEAL

Inicialmente, el crosslinking del colageno corneal se introdujo como técnica alternativa
en el tratamiento del queratocono progresivo, sin embargo esta técnica se ha utilizado con
¢éxito en el tratamiento de otras patologias corneales como la degeneracion marginal pelicida,
la queratectasia iatrogénica posquirurgica (post-LASIK), la queratitis infecciosa, la
queratopatia bullosa, la queratomalacia, y como reintervencion o combinaciéon con otras

. . : 27,31,33,34,35,36,37
terapias (anillos corneales intraestromales)?’'3-433-36:37,

La degeneracion marginal pelucida (DMP) es una ectasia corneal no inflamatoria,
bilateral en la mayoria de casos, asimétrica y de etiologia desconocida, caracterizada por un
adelgazamiento periférico inferior del estroma corneal y que suele aparecer entre los 20 y 40
afios de edad. Resulta facil confundirla con el queratocono pero a diferencia de éste, los
pacientes con DMP pueden padecer este tipo de ectasia y mantener durante afios una agudeza
visual aceptable, lo que dificulta su diagndstico. Este hecho es debido a que la ectasia se
presenta en la parte inferior de la cornea (marginal) no afectando inicialmente al eje visual y

por lo tanto no dificultando la visién. Sin embargo, con el paso de los afos esta ectasia se
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desarrolla y termina por afectar definitivamente la vision del paciente. Por otro lado, la
queratectasia iatrogénica posquirurgica (post-LASIK) es consecuencia del tratamiento con
laser debido a la reducciéon de la resistencia mecénica corneal®®. Se caracteriza por una
deformacion de la curvatura corneal, aumentando progresivamente la pendiente de la parte
central o inferior de la cornea asociandose a intensos cambios refractivos y reduccion de la
capa estromal. En ambos casos, el efecto estabilizador y el incremento de la rigidez

producido por el crosslinking resulta muy beneficioso en su resolucion.

La queratitis infecciosa y la queratomalacia son patologias corneales debidas a agentes
infecciosos frente a los cuales se ha demostrado la efectividad antimicrobiana del

.o 31,38,39
crosslinking” ™.

La queratopatia bullosa es una degeneracion corneal causada
generalmente por una descompensacion endotelial en la que se produce edema corneal, tras el
cual pueden aparecer bullas o vesiculas subepiteliales producidas por un paso de fluido desde
las capas internas a las externas debido a un endotelio dafiado y, por lo tanto, no funcional.
Debido al efecto reductor de la permeabilidad corneal, el crosslinking se utiliza con resultado

. . .., 4
exitoso en la mejora de la vision en estos casos™.

La patologia mas cominmente tratada mediante crosslinking es el queratocono, ectasia
corneal asimétrica, bilateral, progresiva y no inflamatoria de la cornea, relativamente rara,
debida a una inestabilidad biomecanica gradual, consistente en una deformacién cénica
corneal con adelgazamiento de la capa estromal y que afecta a 1 persona de cada 2000 de
mediana edad*'. Normalmente cursa con marcada miopia y astigmatismo, lo que lleva a la
disfuncién visual. Existen varias opciones de tratamiento, incluyendo métodos mas
conservadores como lentes de contacto blandas y rigidas, diversas intervenciones quirargicas
como la colocacion de anillos intraestromales corneales y en casos mdas graves trasplante
corneal para la rehabilitacion visual*>. Los tratamientos quirGrgicos disponibles cambian la
forma de la cornea o la reemplazan por una cornea sana, ya sea completa o parcialmente, pero
ninguno modifica los pardmetros biomecanicos alterados. El crosslinking se considera una
técnica menos invasiva y mas econdémica que el trasplante corneal y al contrario que otros
tratamientos, modifica las propiedades biomecéanicas de las fibras de colageno corneal®

(Figura 4).
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Figura 4. Posicionamiento del paciente en casos de tratamiento mediante crosslinking del

colageno corneal.

Fuente: www.curielvision.com / www.peschkemed.com

TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION MECANICA DE LAS PROPIEDADES CORNEALES

Se han descrito diversos métodos para la valoracion de las propiedades biomecanicas
corneales tras el tratamiento mediante crosslinking. Entre los efectos de dicho tratamiento
mas comunmente valorados desde el punto de vista mecanico encontramos la rigidez corneal,
la histéresis y el factor de resistencia corneal, el didametro de las fibras de colageno, el
comportamiento termomecanico, y la resistencia a la digestion enzimatica y a la hidratacion

corneal.

En primer lugar, respecto a la valoracion de la rigidez corneal, varias técnicas han sido
utilizadas con diferentes resultados. Spoerl y cols. (1998)* utilizaron por primera vez la
extensiometria de probetas y fueron los primeros en reportar un aumento del espesor corneal
tras el tratamiento mediante crosslinking del coldgeno corneal. La técnica consiste en disecar
probetas corneales con una cierta longitud y anchura de la parte central de la cérnea y
clampar individualmente cada una de éstas entre dos mordazas, colocandolas verticalmente.
La tension (¢) se aumenta linealmente a cierta velocidad y se mide el esfuerzo relativo (o).
Los valores se establecen mediante una funcidon exponencial 6=A exp (B x ¢€) para calcular el
moddulo de Young (proporcion entre la tension y la deformacion que refleja la elasticidad de
un tejido). Es una técnica simple y muy extendida en la comunidad cientifica para obtener los

valores de tension y deformacion de numerosos tejidos. Sin embargo, la diseccion aplana las
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probetas corneales, que fisioldgicamente presentarian una naturaleza curvada, influyendo no
solo en la longitud de la probeta, sino que ademds varia el espesor debido a su seccion,
destruyendo tejido corneal. Asimismo, este tipo de técnica unicamente puede realizarse in
vitro. Debido a las limitaciones de la extensiometria de probetas, Ahearne y cols. (2008)*
plantearon el desarrollo de un nuevo método de evaluacion a través de microindentacion
esférica. El aparato consta de dos partes principales: un recipiente para muestras y una esfera
de indentacién con un sistema de analisis de imagen. Esta técnica se puede utilizar en
investigacion laboratorial para examinar el efecto de distintas concentraciones de riboflavina
o utilizar otros agentes para el crosslinking (p. ¢j. glutaraldehido). Sin embargo, esta técnica
no se puede utilizar en tejidos corneales vivos. Un tipo diferente de ensayo experimental a
través de inflado fue utilizado por Kling y cols. (2010)* para realizar medidas completas de
tension-deformacion en todo el globo ocular, en vez de utilizar probetas corneales. El test se
basa en la idea de que el espesor corneal y la curvatura cambian en respuesta a
modificaciones en la presion intraocular. Durante el ensayo, la presion se incrementa
progresivamente mediante la inyeccion intraocular de suero salino fisioldgico y de este modo
la cérnea es estirada y aplanada, disminuyendo ademas su espesor. Los resultados deberian
ser muy similares a los ensayos in vivo ya que se utiliza todo el globo ocular in vitro en vez
de probetas, solventando los problemas de la extensiometria. Sin embargo, esta técnica
requiere una monitorizacion continua de la hidratacion corneal durante las mediciones para
mimetizar las mediciones in vivo. Ademas, mediante esta técnica no se tienen en
consideracion los cambios en la curvatura corneal. Asi, los resultados de esta técnica no se
han reproducido en cérneas humanas. El inflado y la extensiometria de probetas miden
unicamente el modulo de elasticidad de la cornea, sin embargo, el efecto del crosslinking no
es similar en toda su extension y profundidad, siendo mas marcado en el estroma
anterior >***** De forma ideal, para evaluar el efecto del crosslinking, el médulo de
elasticidad deberia medirse en distintas regiones de la cornea. Varios autores han utilizado
con ¢xito la nanoindentacion y microscopia de barrido actstico en tejidos humanos para

. . , . 49,5051
medir las propiedades biomecénicas corneales®"”

. Mientras que la microscopia permite
una evaluacion cuantitativa y cualitativa de la biomecanica mediante el uso de ultrasonidos
sin dafnar la muestra, la nanoindentacion es una herramienta muy util para medir y mapear las
propiedades elasticas de materiales y tejidos. De esta manera, las limitaciones de la
extensiometria quedan resueltas, ya que se pueden tomar multiples medidas en cada cornea,

lo que incrementa la precision. En este ensayo se aplica una carga controlada en la superficie

. . ., . . 2
corneal para inducir una deformacién local y calcular la rigidez del material®*>*.
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Otros factores importantes, que a diferencia del resto pueden ser estudiados in vivo, son
la histéresis y el factor de resistencia corneal. Mientras la histéresis corneal (HC) es un
indicador de la viscosidad de la cérnea, el factor de resistencia corneal (FRC) representa la

4 . .
5334 Ambos factores se determinan mediante un

resistencia de la cornea a la deformacion
tonometro de aplanacion de no-contacto (“Ocular Response Analyzer") que evaltia la
respuesta corneal a la indentacion como resultado de pulsos de aire. Cuando el aire pulsado es
liberado y choca contra la cornea, ésta se deforma dando un punto de aplanacion (P1). La
presion entonces disminuye gradualmente hasta que la cérnea recupera su forma original
pasando por otro punto de aplanacion (P2). Este sistema fue utilizado con éxito por Sedagath
y cols. (2010) para el estudio de los cambios en la HC y en el FRC tras la realizacién de

crosslinking del colageno corneal.

Respecto al incremento del didmetro de las fibras de colageno debido al efecto del
crosslinking, es importante tener en cuenta que dichas fibras forman parte del tejido corneal,
especialmente de la capa estromal, y son responsables de la resistencia y rigidez corneal®®”’,
Ademas, la organizacion y orientacion de las fibras de colageno proporciona la transparencia
corneal, importante para su correcta funcion’®. Wollensak y cols. (2004)°® utilizaron por
primera vez la microscopia electronica asociada a un software morfométrico para evaluar el

diametro de las fibras de colageno de coérneas sanas de conejos después del tratamiento

mediante crosslinking.

En cuanto al comportamiento termomecanico, tras el tratamiento mediante crosslinking
es esperable cierto dafio térmico en la cornea debido a la larga duracion del tratamiento (30
minutos) y a que la luz UVA es absorbida en gran medida en el tejido corneal. Asi pues, esta
técnica fue utilizada por Mencucci y cols. (2005)* para medir la temperatura superficial de la
cornea. Mediante el uso de una termocamara de infrarrojos se comprobd que durante el
tratamiento mediante crosslinking no se alcanzaba una temperatura suficiente como para

producir dafo corneal.

El aumento de la actividad colagenasa también juega un rol importante en la patogénesis
de diferentes patologias corneales®. Esto ha llevado a diversos investigadores a estudiar la
influencia del crosslinking en la resistencia corneal a la colagenolisis y otros factores
enzimaticos. Asi, Spoerl y cols. (2004)*” valoraron dicho efecto en corneas de cerdo
mostrando un aumento de la resistencia corneal principalmente a colagenasas y en menor

proporcion a la tripsina.
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La alteracion de la permeabilidad y el edema de la capa estromal de la cornea son
también factores importantes que pueden afectar a la transparencia corneal y por tanto a la
funcién visual ®'. Wollensak y cols. (2007)*® estudiaron el estado de hidratacion corneal tras
el tratamiento mediante crosslinking en corneas de suidos. El estudio mostrd que este
comportamiento es dependiente del grado de crosslinking, de tal forma que cuanto mayor es

éste menor es el estado de hidratacion corneal.

Como se ha comentado hasta el momento, la caracterizacioén de la biomecanica corneal
tras la aplicacion del tratamiento mediante crosslinking del colageno corneal se lleva a cabo
normalmente por modelos experimentales in vitro. Sin embargo, el desarrollo de nuevos
modelos in vivo podria permitir valorar los efectos del crosslinking del colageno corneal y
detectar cambios en las propiedades biomecanicas corneales a largo plazo tras el tratamiento.
Actualmente, el Analizador de Respuesta Ocular (“Ocular Response Analyzer”, ORA) es el
unico aparato que proporciona medidas de la rigidez corneal in vivo, como la histéresis y la
resistencia corneal®®. Asi, el desarrollo de otro tipo de técnicas de valoracién in vivo que
permitan una caracterizacion mas completa de las propiedades biomecanicas de la cornea

supondria un gran avance tanto a nivel cientifico como econémico.

METODOLOGIA

SELECCION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para llevar a cabo el presente estudio se seleccionaron 12 conejos blancos neozelandeses,
machos enteros de 2 meses de edad, obtenidos del Servicio de Apoyo a la Experimentacion
Animal de la Universidad de Zaragoza, con un peso comprendido entre los 2 y 2,5 kg.
Durante todo el estudio, los animales se alojaron individualmente y fueron alimentados con
una dieta estandar ad libitum (Pienso n. 511, Corporacion Alimentaria Guissona S.A., Lleida,
Espafia). A cada animal se le asigné un numero de registro y se anotd su edad y peso para
poder asi tener un control completo de los mismos de utilidad a la hora de establecer a
posteriori relaciones estadisticas de los datos obtenidos. Para ello, se dispuso de plantillas

predisefiadas para la toma de éstos.
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En el momento del inicio del estudio todos los animales se encontraban bajo estricto
control veterinario, con un historial clinico libre de enfermedades oculares y sin mostrar
signos clinicos de ninguna enfermedad, tanto ocular como sistémica. Para ello a cada animal
se le realizd un examen fisico general y una exploracion oftalmoldgica consistente en la
valoracion de la respuesta de amenaza, reflejos palpebrales y fotomotores directos y
consensuados, test de produccion lacrimal de Schirmer (Schirmer Tear Test Strips paper”;
Madhu Instruments, New Delhi, India), biomicroscopia con ladmpara de hendidura del
segmento anterior (superficie ocular, camara anterior, iris y cristalino) (Topcon SL-8Z";
Topcon Corp., Barcelona, Espafia), oftalmoscopia directa e indirecta (Heine beta 200% y
Heine omega 100%, Heine Optotechnik GmbH & Co., Herrsching, Alemania) del segmento
posterior (cuerpo vitreo y fondo de 0jo), test de fluoresceina para valorar la integridad corneal
(Fluorescein paper”; Haag-Streit Internacional, Liebefeld-Bern, Suiza) y tonometria de
aplanacion para la medicion de la presion intraocular (TonoPen XL®; Medtronic Inc.,

Jacksonville, EE.UU.).

El presente estudio se llevod a cabo de acuerdo con la declaracion ARVO (“Association
for Research in Vision and Ophtalmology”) para el uso de animales en investigacion
oftalmologica y de la vision. Todos los procedimientos se realizaron bajo licencia autorizada
(Proyecto n° 15/13) aprobada por el Comité Etico Asesor para la Experimentacion Animal de
la Universidad de Zaragoza. El cuidado de los animales se realiz6 en concordancia con la
Politica Espafiola de Proteccion Animal RD 53/2013 dependiente de la Directiva 2010/63 de
la Uniéon Europea para la proteccion de los animales usados para experimentacion y otros

objetivos cientificos.

CROSSLINKING DEL COLAGENO CORNEAL (CXL)

En primer lugar, cada animal fue anestesiado intramuscularmente con una mezcla de
medetomidina (0,14 mg/kg, Medeson”; Uranovet, Barcelona, Espafia), ketamina (20 mg/kg,
Imalgene 100 mg/ml®; Merial Laboratorios S.A., Barcelona, Espafia) y butorfanol (0,3
mg/kg, Torbugesic”; Fort Dodge Veterinaria S.A., Girona, Espafia). Antes del inicio de la
realizacion del crosslinking del colageno corneal y cada 10 minutos durante la realizacion de
¢éste, se instil6 como anestesia topica 1 gota de hidrocloruro de tetracaina 0,1% vy

oxibuprocaina 0,4% (Colircusi Anestésico Doble®; Alcon Cusi, Barcelona, Espaia).
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Se procedié a la eliminacion de la totalidad del epitelio corneal central (11 mm de
didmetro) mediante un escarificador rotacional con una fresa de diamante de 3,5 mm de
diametro y grano medio (AlgerBrush II¥; The Alger Company Inc., Lago Vista, EE.UU.).
Dicha fresa fue esterilizada en un autoclave de vapor entre usos para cada conejo. La solucion
de riboflavina isoosmolar al 0,1% necesaria para la realizacion del CXL se elabor6 diluyendo
riboflavina-5-fosfato 0,5% y dextrano T500 20% (Sigma-Aldrich Quimica S.L., Madrid,
Espaiia) en suero salino fisiologico (402,7 mOsmol/L). Dado que la solucion era fotosensible,
se protegié de la luz y se utilizdo dentro de las primeras 2 horas de su elaboracion. Se
instilaron 2 gotas de riboflavina isoosmolar 0,1% cada 3 minutos durante 20 minutos antes de
la irradiacion valorando su penetracion a través de la cornea mediante la visualizacion de
riboflavina en la camara anterior con lampara de hendidura utilizando luz azul. Todas las
corneas se irradiaron con UVA (3 mW/cm2; 370 nm) durante 20 minutos (dosis total de 3,6
J/em?) utilizando el equipo CBM-X-Linker (CSO, Scandicci Firenze, Italia) (Figura 5).
Durante el tratamiento la solucion de riboflavina isoosmolar 0,1% se instilé cada 3 minutos
para mantener la saturacion de la cornea y cada 5 minutos se reforzé la anestesia topica. Tras
la realizacion del CXL, como antibioterapia de cobertura se administro ciprofloxacino

(Oftacilox®, Alcon Cusi, Barcelona, Espafia) en pomada una vez al dia durante 5 dias.

Figura 5. Tratamiento mediante CXL del coldgeno corneal y material necesario para su

realizacion.
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ENSAYOS BIOMECANICOS

La caracterizacion del comportamiento mecanico corneal se realizé mediante 2 tipos de
test mecanicos (test de indentacion in vivo y test de traccion uniaxial in vitro) con el mismo

protocolo anestésico, tanto sistémico como topico, que el utilizado para la realizacion del

CXL.

Los test de indentacién in vivo se llevaron a cabo antes (Control, PreCXL) y tras la
realizacion de crosslinking del colageno corneal a los dias 7 (PostCXL-7d), 21 (PostCXL-
21d) y 56 (PostCXL-56d). Para el test de traccion uniaxial in vitro y tras haber llevado a cabo
los test de indentacidn in vivo, 4 conejos fueron eutanasiados con una sobredosis de 150
mg/kg de pentobarbital sodico intravenoso (Dolethal®; Vétoquinol E.V.S.A., Madrid,
Espafia) antes de la realizacion de CXL (PreCXL), 4 conejos tras la aplicacion de CXL el dia
7 (PostCXL-7d) y 4 conejos el dia 56 (PostCXL-56d).

Durante la realizacion del test de indentacion in vivo se colocd un blefarostato para el
mantenimiento del ojo abierto durante todo el proceso, y se midié de forma estandarizada la
presion intraocular (PIO) y el espesor corneal central (ECC). La medicion de PIO se realizo
mediante tonometria de aplanacion (TonoPen XL®; Medtronic Inc., Jacksonville, EE.UU).
Los valores de PIO se establecieron como media de 3 medidas, considerandose validas sé6lo
aquéllas con un 95% de confianza. Las mediciones del ECC se determinaron como media de
10 valores registrados utilizando una sonda rigida de contacto mediante paquimetria
ultrasénica (DGH 500 Pachette™; DGH Technologies Inc., Exton, EE.UU.). Todas las
medidas se llevaron a cabo por un mismo investigador con experiencia en el uso de ambos
aparatos de medida y en el mismo intervalo de tiempo (11:00 a.m. - 13:00 p.m.) para evitar
las oscilaciones circadianas. Los test de indentacion se repitieron 2 veces en cada ojo
separando cada ensayo del siguiente 1 minuto y controlando el desplazamiento mediante un
equipo Instron 5548 Microtester (Illinois Tool Works Inc., Glenview, EE.UU.) con una célula
de carga maxima de 5 N. Se aplicaron 5 ciclos de carga (N) en el centro de la cornea
utilizando un indentador de 3 milimetros de didmetro. La velocidad de desplazamiento

aplicado fue de 0,5 mm/s hasta un desplazamiento maximo de d:x=1 mm (Figura 6).
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Figura 6. Test de indentacion in vivo. Posicionamiento del animal e indentacion corneal hasta

una deformacion maxima de 1 mm.

Para el test de traccion uniaxial in vitro, tras la enucleacion del globo ocular se disecd un
area circular incluyendo la totalidad de la cornea y un anillo escleral. Seguidamente se
secciond la muestra con un bisturi de doble filo obteniendo una probeta en posicion vertical
(incluyendo esclera y cornea) con un ratio de anchura/longitud de aproximadamente 1/7 para
preservar la hipotesis de tension uniaxial. La longitud de la probeta y su anchura se midieron
con un micrémetro, mientras que el espesor corneal central se midi6 utilizando tanto el
micrometro como mediante paquimetria ultrasénica como media de 10 valores registrados
(DGH 500 Pachette™; DGH Technologies Inc., Exton, EE.UU.). Para mantener la
hidratacion del tejido corneal y prevenir el edema corneal causado por un ambiente humedo,
se aplico una preparacién de hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) al 2% (Methocel® 2%;
OmniVision AG, Puchheim, Alemania) alrededor de ambas superficies de la probeta corneal.
El test se llevod a cabo inmediatamente después de la preparacion. Las probetas se sujetaron
verticalmente entre dos mordazas realizando el test de traccion bajo control del
desplazamiento con un equipo Instron 5548 Microtester (Illinois Tool Works Inc., Glenview,
EE.UU.) con una célula de carga maxima de 5 N. La velocidad de desplazamiento aplicado
fue de 0,5 mm/s. Se registraron 3 ciclos de carga (N) para desplazamientos de A=1,03;
A=1,06; A=1,12 y posteriormente se tracciond hasta completar la rotura de la muestra (Figura

7).
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Figura 7. Test de traccion uniaxial in vitro. Seccion de la probeta y aplicacion de ciclos de
traccion-relajacion hasta alcanzar deformaciones del 3, 6, 12% de la longitud inicial y la

posterior rotura de la misma.

ANALISIS ESTADISTICO

Todas las curvas (+ desviacion estandar) y los valores de cada ciclo de carga de cada test
mecanico, asi como el analisis estadistico, se obtuvieron y llevaron a cabo utilizando MatLab
2010a Software (The MatWorks Inc., Natick, EE.UU.) y SPSS para Macintosh versién 19.0
Software (SPSS Inc., Chicago, EE.UU.).

Para los test de indentacién in vivo, los valores de carga (N) se compararon a valores de
deformacion de 6=0.5 mm y 6=1 mm, mientras que para los test de traccién uniaxial, se
compararon los modulos eldsticos tangentes (+ desviacion estandar) obtenidos para cada uno
de los grupos estudiados. El analisis estadistico se realizd utilizando un test t-Student para
muestras pareadas (en el caso de distribuciones muestrales normales) o de Wilcoxon (en el
caso de distribuciones muestrales no normales). Previamente se evaluo la normalidad de la
distribucion para las variables continuas en grupos con el test de Kolmogorov-Smirnov; los
valores de p menores de 0,05 se consideraron significativos (distribucion no normal).
Asimismo, se obtuvo la media (+ desviacion estandar) de todos los valores de PIO y ECC en
los test de indentacidon in vivo y de ECC en el test de traccion uniaxial in vitro y se

compararon estadisticamente siguiendo la misma metodologia.

24




Alfonso Cruz Andrés

RESULTADOS Y DISCUSION

TEST DE TRACCION UNIAXIAL IN VITRO Y DE INDENTACION IN VIVO

Para ambos tipos de test, todos los valores registrados para el analisis estadistico,

incluyendo los mddulos elasticos, mostraron una distribucion normal (p>0.05).

En los test de traccidn uniaxial in vitro, todos los test individuales realizados mostraron
un comportamiento no lineal, por lo que se obtuvieron los modulos elasticos medios (+
desviacion estandar) para PreCXL (78.894 £+ 12.775 MPa), PostCXL-7d (105.610 + 18.950
MPa) y PostCXL-56d (97.152 + 11.995 MPa). En el andlisis estadistico de los mismos se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre PreCXL/PostCXL-7d (p=0.037)
y PreCXL/PostCXL-56d (p=0.015), pero no entre PostCXL-7d/PostCXL-56d (p=0.321).

En lo que respecta al comportamiento mecanico, a diferencia de los test de indentacion in
vivo, el dia 7 tras la aplicacion de crosslinking el tejido corneal mostré el comportamiento
mas rigido, manteniéndose practicamente constante hasta el dia 56 tras el tratamiento (Figura
8). La Figura 9 muestra los valores medios de traccion (MPa) obtenidos para la carga del

ultimo ciclo en los test de traccion uniaxial in vitro.
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Figura 8. Valores medios de los modulos elasticos (£ desviacion estandar) para los test
experimentales de traccion uniaxial in vitro antes (PreCXL, n=8) y después del tratamiento
mediante crosslinking del colageno corneal (PostCXL-7d, n=8; PostCXL-56d, n=8).*
PreCXL/PostCXL-7d (p=0,037). ** PreCXL/PostCXL-56d (p=0,015).
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Figura 9. Valores medios de traccion (MPa) de los test experimentales de traccion uniaxial in
vitro antes (PreCXL, n=8) después del tratamiento mediante crosslinking del coldgeno

corneal (PostCXL-7d, n=8; PostCXL-56d, n=8).

En los test de indentacion in vivo, para los valores de carga (N) a una deformaciéon de
0=0.5 mm y 6=1 mm, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre todos
los test antes y después del tratamiento mediante crosslinking del colageno corneal excepto

entre PreCXL y PostCXL-56d.

En lo que respecta al comportamiento mecanico, el dia 7 tras la aplicacion de
crosslinking el tejido corneal mostr6 el comportamiento mas eldstico, observandose después
una recuperacion progresiva del espesor corneal hasta el dia 56 tras el tratamiento, incluso
incrementandose la rigidez con respecto al PreCXL (Figure 10). Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el comportamiento mecanico
antes y a los 56 dias tras el crosslinking, por lo que ambos comportamientos mecanicos

pueden considerarse similares.
En la Tabla I se muestran todos los valores de p obtenidos de la comparacion estadistica

del test de indentacién in vivo antes y después del tratamiento mediante crosslinking del

colageno corneal.
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Tabla I. Valores de p tras el analisis estadistico de los valores de carga (N) a 6=0.5 mm y 6=1

mm tras los test de indentacion in vivo. Los valores estadisticamente significativos aparecen

subrayados.
Indentacion in vivo
0=0.5 0=1
p (Pre,7d) 0.004 0.000
p (Pre,21d) 0.000 0.005
p (Pre,56d) 0.085 0.425
p(7d,21d) 0.000 0.012
p (7d,56d) 0.000 0.000
p (21d,56d) 0.000 0.003
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Figura 10. Valores medios de carga (N) de los test experimentales de indentacioén in vivo

antes (PreCXL, n=24) y después del tratamiento mediante crosslinking del coldgeno corneal

(PostCXL-7d, n=16; PostCXL-21d, n=8; PostCXL-56d, n=8).

ESPESOR CORNEAL CENTRAL (ECC) Y PRESION INTRAOCULAR (PIO)

En la Tabla II se muestran los valores medios (+ desviacion estandar) del espesor corneal

central (ECC) y de la presion intraocular (PIO) antes de la realizacion de los test de

indentacioén in vivo y de traccidon uniaxial in vitro para los ojos control (PreCXL) y a los dias
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7 (PostCXL-7d), 21 (PostCXL-21d) y 56 (PostCXL-56d) después del tratamiento mediante

crosslinking del colageno corneal.

En el analisis estadistico, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
la PIO antes y después de realizar el tratamiento a los 7, 21 y 56 dias. Sin embargo, en ambos
tipos de test se observaron diferencias estadisticamente significativas en el ECC, a los 56 dias
tras la realizacion del tratamiento respecto al ECC antes y a los 7 y 21 dias de aplicarlo, pero

no entre éstos (Tabla IIT).

Tabla II. Valores medios del espesor corneal central (ECC; um) y de la presién intraocular

(PIO; mm Hg) (+ desviacion estandar).

PreCXL PostCXL-7d PostCXL-21d PostCXL-56d

Indentacion ECC 381.13+2.10 382.13+1.81 383.75+1.75 401.13+7.42
in vivo PIO 12.10+1.29 12.64 £ 1.63 12.00 +£1.23 11.08 £2.88

Traccion
uniaxial ECC 382.00+2.37 383.83+2.14  —cmmmmmmmmmeeeme 402.17 + 8.38

in vitro

Tabla III. Valores de p tras el andlisis estadistico del ECC (um) y la PIO (mm Hg). Los

valores estadisticamente significativos aparecen subrayados.

Traccion uniaxial
Indentacion in vivo

in vitro

ECC PIO ECC
p (Pre, 7d) 0.413 0.406 0.304
p (Pre, 21d) 0.056 1.000
P (Pre, 56d) 0.000 0.421 0.002
p (7d, 21d) 0.142 0240 -
p (7d, 56d) 0.000 0.255 0.005
p (21d, 56d) 0.000 0425  —eeee-
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COMPARACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

Desde el punto de vista biomecanico, en el presente estudio se observa un
comportamiento del tejido corneal claramente diferenciado en funcidon del tipo de ensayo

utilizado para su caracterizacion.

Tras la realizacion del ensayo de indentacion in vivo, a los dias 7 y 21 después del
tratamiento mediante crosslinking, el tejido corneal mostré un comportamiento mas elastico
respecto del mostrado previamente a la aplicacion de éste (PreCXL), mientras que a los 56
dias tras el tratamiento presentd un comportamiento mas rigido. Por el contrario, tras la
realizacion del ensayo de traccion uniaxial in vitro, al dia 7 después del tratamiento mediante
crosslinking, el tejido corneal mostré un comportamiento mas rigido (mayor modulo elastico
o pendiente) respecto del mostrado previamente a la aplicacion de éste (PreCXL),

manteniéndose practicamente inalterado hasta los 56 dias.

De las principales capas que constituyen la cdrnea, principal elemento refractivo del ojo,
el estroma o capa media supone un 90% del espesor total, determinando en mayor medida sus
propiedades biomecénicas. Se compone fundamentalmente de fibras de colageno (dispuestas
en forma de lamelas), matriz extracelular, fluido intersticial y queratocitos (células
responsables de la produccién de dichas fibras de colageno)®®. Asi, para establecer
adecuadamente las propiedades biomecénicas de la cornea, resulta estrictamente necesaria la
utilizacion de diferentes tipos de ensayo, cada uno de los cuales determina de forma mas
precisa el comportamiento mecanico de uno o varios de sus componentes. El ensayo de
traccion uniaxial, como su propio nombre indica, somete al tejido corneal a un esfuerzo de
traccion-deformacién mediante el desplazamiento de uno de sus extremos y este tipo de
esfuerzo corresponde al que soportan las fibras de colageno en condiciones fisiologicas. Sin
embargo, el ensayo de indentacion somete al tejido corneal a una deformacion generada
mediante un esfuerzo de compresion, mayoritariamente soportado por las células estromales

0 queratocitos en condiciones normales.

Se ha demostrado un mayor efecto del tratamiento mediante crosslinking del colageno
corneal en el estroma corneal anterior (200-320 um), lo que genera un fendmeno citotoxico
que afecta en mayor medida a los queratocitos situados en dicha zona, aunque reduce el

numero celular absoluto de la totalidad del estroma por mecanismos de apoptosis y necrosis
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celular'®®. En el presente estudio, este efecto se ve claramente determinado por el ensayo de
indentacion que, como se ha citado, somete a las células a un esfuerzo de traccion de manera
que a los dias 7 y 21 tras el tratamiento, debido a la muerte celular generada, se observa un
comportamiento corneal mecanico mas elastico. Wollensak y cols. (2007)°° determinaron
mediante inmunofluorescencia y recuento celular que tras la realizacion de crosslinking
estandar durante 30 minutos en cérneas de conejo, so6lo a partir de las 4-6 semanas se
observaba una recuperacion de la poblacién normal de queratocitos en el estroma corneal. Sin
embargo, en el presente estudio este hecho se observo desde el punto de vista mecanico a los
56 dias, mostrando el tejido corneal un comportamiento mas rigido, aunque no puede
asegurarse que éste sea el momento en el que la poblacién celular estromal se haya
recuperado completamente, ya que no se valoré el comportamiento mecanico inmediatamente
anterior (desde los 21 a 56 dias). Asi, se piensa que esta repoblacion completa ha podido
tener lugar antes de los 56 dias, ya que en este momento se observo un comportamiento
ligeramente mas rigido que antes de la aplicacion del tratamiento, aunque no fue

estadisticamente significativo.

Otro de los efectos mejor descritos del crosslinking es el incremento de la rigidez
corneal'****’. Como se ha comentado, este parametro est4 influenciado directamente por la
estructura y disposicion de las fibras de coldgeno estromal, y se ha determinado
tradicionalmente mediante extensometria de probetas (traccion)’’. En cuanto a la orientacién
de dichas fibras, Hayes y cols. (2007)** observaron mediante difraccion de rayos X que en el
conejo siguen una distribucion circular, al igual que en el ratén y en el cerdo. Sin embargo, en
el humano siguen una distribucion perpendicular en direccion nasal-temporal y dorsal-
ventral. De esta manera, aunque la orientacion tedrica del corte de las probetas en el conejo
seria indiferente debido a su disposicion circular, en el presente estudio se estandarizo
mediante la seccion siempre vertical en todas ellas. El comportamiento mecanico observado
mediante los ensayos de traccion uniaxial corresponde con el descrito para el conejo en
estudios del efecto del crosslinking a medio y largo plazo en esta especie’*’, mostrando un
incremento de la rigidez (mayor modulo eléstico) tras la aplicacion del tratamiento a los dias
7 y 56, observando una ligera disminucion de la misma entre ambos dias sin llegar a ser

estadisticamente significativa.

En cuanto al efecto descrito del crosslinking sobre el diametro de las fibras de colageno,

Wollensak y cols. (2004)°® describieron un incremento significativo tras la aplicacion de éste.
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No obstante, aunque esto no ha podido ser descrito en el presente estudio, se ha observado un
incremento significativo del espesor corneal total el dia 56 tras el tratamiento mediante
crosslinking, si bien se cree que puede estar asociado directamente con el crecimiento de los
animales de experimentacion empleados, descartando el edema corneal secundario a la lesion
inicial realizada para llevar a cabo el tratamiento, ya que no se observd incremento

significativo ni signos de edema corneal a los 7 dias después de la aplicacion de éste.

Los modelos animales experimentales son utilizados en general para la validacion de la
gran mayoria de los tratamientos médico-quirtirgicos corneales que posteriormente son
aplicados en el ser humano. Asi, son numerosas las especies que se emplean en funcion de la
patologia y tratamiento a realizar, aunque el conejo es una de las mas utilizadas debido a su
facil manejo y bajo coste econdmico de mantenimiento. Empero, toda extrapolacion entre
especies requiere una validacion y comparacion cuidadosa, no sélo debido a las diferencias
en la evolucion y patogenia de la patologia corneal estudiada o a la respuesta al tratamiento
valorado entre las especies escogidas, sino por las diferencias propias entre las propiedades
de la estructura corneal entre éstas. De este modo, el conejo constituye un modelo animal
experimental muy adecuado para la valoracion de distintas patologias corneales como la
queratomalacia o la queratitis infecciosa. Sin embargo, aunque el conejo presenta un espesor
corneal similar al que presenta el ser humano en casos de queratocono, menor de 400 um,
esta patologia cursa inicialmente con una alteracion de la respuesta mecanica, inflamatoria y
estructural de la cornea que no puede inducirse en el animal de experimentacion. Por ello, los
efectos esperados tras la aplicacion de crosslinking en casos de queratocono serian
ligeramente diferentes, aunque con un mayor grado de mejoria esperado que los observados
tras su aplicacion en animales de experimentacion, en los que se parte de una cornea todavia

sana.

CONCLUSIONES

v El ensayo de indentacion in vivo es un método complementario, aunque no alternativo, al
ensayo de traccion uniaxial in vitro, lo que permite mejorar la caracterizacion de las

propiedades biomecanicas corneales mediante la combinacion de ambos.
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v El ensayo de indentacion in vivo constituye una adecuada forma de monitorizacion a
medio y largo plazo de diferentes tratamientos y patologias corneales desde el punto de
vista biomecanico, reduciendo la necesidad de disponer de muestras in vitro y por tanto

disminuyendo el namero de individuos utilizados en estudios experimentales.

v A nivel corneal, el ensayo de indentacion in vivo permite valorar con éxito el esfuerzo de
compresion al que se somete a la poblacion celular del estroma corneal, complementando
la valoracién del esfuerzo de traccidn-deformacion al que se someten las fibras de

coldgeno que componen dicha capa mediante el ensayo de traccion in vitro.

v" El conejo no constituye un modelo experimental apto para la extrapolacion de los
resultados del tratamiento mediante crosslinking del colageno corneal en casos de
queratocono, ya que esta enfermedad se origina por una anomalia celular y estructural de
las fibras de colageno que componen el estroma corneal, situacion que no puede ser
inducida en corneas sanas de conejo pese a presentar un espesor similar. Pero si supone
un modelo animal experimental adecuado para el tratamiento de otras ectasias corneales

como la queratomalacia o la queratitis infecciosa.

FUTUROS OBJETIVOS Y LINEAS DE INVESTIGACION

Desde el punto de vista mecanico y tras valorar los resultados obtenidos en el presente
estudio, resulta esencial la utilizacion de protocolos multi-ensayo que permitan una
caracterizacion completa de las propiedades biomecanicas corneales. Sin embargo, la cornea
estd sometida tanto a esfuerzos externos (valorados mediante ensayos de indentacion) y
laterales (valorados mediante ensayos de traccion), como a esfuerzos internos derivados, por
ejemplo, del incremento de presion intraocular en casos de glaucoma o durante cirugias
intraoculares. Asi, el desarrollo de ensayos de inflado que permitan simular este tipo de

esfuerzos internos resulta esencial para complementar la caracterizacion corneal.

Desde el punto de vista clinico, los beneficios psicosociales y econdmicos que el
crosslinking ofrece en la clinica diaria, hacen de este tipo de tratamiento una terapia
alternativa a la necesidad de realizar intervenciones quirdrgicas mas agresivas como la
implantacion de anillos intraestromales o la realizacion de trasplantes corneales de espesor

parcial o completo. Ademads, es una técnica minimamente invasiva, de bajo coste y que
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permite dar un servicio ambulatorio que no requiere hospitalizacion, lo que la hace 6ptima

para su uso también en animales de compaifiia. Asi, recientemente esta siendo utilizada con

€xito en pequefios animales para el tratamiento de patologias corneales como la

queratomalacia y la queratopatia bullosa.

10.
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