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RESUMEN

Los enlaces cruzados son una técnica que favorece el
incremento de la formacién de enlaces covalentes, por
un proceso de fotooxidacién, entre la fibras de colageno
y propician la estabilizacion biomecanica de la cérnea. El
objetivo principal al realizarlos es detener la progresion
de ectasia. Las indicaciones incluyen el queratocono y la
degeneraciébn marginal pellcida. Puede reducir la
necesidad de queratoplastia penetrante y resulta muy
eficaz en el tratamiento y profilaxis de la queratectasia
posterior a la ablacion por laser excimer. Numerosos
articulos revisados demuestran la seguridad y eficacia de
este procedimiento. La microscopia confocal ha
mostrado engrosamiento y resistencia significativa del
estroma corneal después de realizado y que permanecen
sin cambios la densidad de células endoteliales y la
transparencia del cristalino y la cérnea. Es una técnica
simple, segura y no invasiva con resultados
prometedores. Al ser poco costosa y mas simple, podria
ser particularmente Gtil en paises en vias de desarrollo
donde el trasplante corneal y otros procedimientos
suelen ser de dificil acceso.
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ABSTRACT

Cross-linking a technique that allows increasing the
creation of covalent links through the process of photo-
oxidation among the collagen fibers and enhance the
corneal biomechanical stabilization. The main objective
of this procedure is to stop the development of ectasia.
The indications include the Keratoconus and Pellucid
Marginal Degeneration. This can reduce the necessity for
permanent keratoplasty and is highly efficient in the
treatment and prophylaxis of keratectasia after ablation
caused by laser. Many reviewed articles prove the
security and efficacy of this treatment. The confocal
microscopy techniques have shown significant swelling
and resistance of corneal stroma after this procedure.
Density of endothelial cell and transparency of the
cornea and crystallin remain unchanged. This is a
simple, safe and non-invasive technique with promising
results. Since this is not expensive it could be particularly
useful in developing countries where corneal transplant
and other procedures are very expensive.
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INTRODUCCION

La idea de reforzar de forma terapéutica las estructuras
de colageno, tiene un historial en medicina de mas de 30
afios. La finalidad de estas bioprétesis ha sido utilizar
tejidos con mayor resistencia biomecanica, menos
propensos a la degradacion y a la calcificaciéon. Estas
mallas de colageno reforzado se han aplicado en
multiples  dispositivos  biomédicos como: protesis
valvulares, dispositivos de liberacién de farmacos,
substitutos de piel, entre otros.®

No es hasta la década de los 90 que la ciencia de la foto-
biologia comienza a investigar acerca de los enlaces
moleculares que podrian activarse utilizando una fuente
de calor o de luz, capaz de incrementar la resistencia del
colageno estromal. Se concluyé que ocurria a través de
una accion de oxidacion activada mediante la liberacion
de los radicales oxidrilicos.® Por ello, en el afio 1993, se
introduce esta técnica en Oftalmologia, de la mano de
un grupo de investigadores alemanes. Fue nombrada
como “crosslinking corneal’.® De este modo, esta nueva
terapia minimamente invasiva inicia un nuevo capitulo
en el tratamiento de las afecciones corneales por
ectasia, construyendo el camino hacia un enfoque
estimulante y “conservador”, cuyo fin es evitar, o al
menos retrasar, la evolucion tipica de la enfermedad, los
transplantes convencionales y sus consecuencias éticas y
socio - sanitarias.®?

Dada la importancia de este procedimiento y la
necesidad de su mejor conocimiento para el tratamiento
de las afecciones corneales por ectasia, decidimos hacer
esta revision con el objetivo de determinar las
principales caracteristicas de los enlaces cruzados, su
aplicacion y proyecciones futuras.

DESARROLLO

El crosslinking, término que podria traducirse por enlaces

cruzados, es un tipo de reaccion quimica que produce

nuevos enlaces que aumentan la resistencia de los
tejidos. Este fenémeno sucede de manera habitual en la

naturaleza y es responsable del endurecimiento lento y

progresivo de los tejidos vivos y de los materiales

inertes.®

De manera conceptual, se define como una reaccion de

polimerizacion de colageno bioquimica, enzimatica o

fotodinamica, natural o inducida, caracterizada por la

formacién intra o interhélice de enlaces covalentes
capaces de incrementar la resistencia de un tejido.®

Existen varias modalidades de enlaces cruzados, entre

las que encontramos®:

1. Enlace cruzado enzimatico (accién de la enzima lisil-
oxidasa y de los aldehidos de la glucosa a través de
endoproductos de glicosilacion avanzada).

2. Enlace cruzado quimico (glutaraldehido,
formaldehido).

3. Enlace cruzado fotoquimico (rayos ultravioletas A
(UVA), radiaciones ionizantes).
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4. Enlace cruzado fotooxidativo (riboflavina/ UVA), el
cual constituye el tema fundamental de este articulo
de revision.

Cuando hablamos de “crosslinking corneal’, nos
referimos a un reforzamiento de la cérnea al incrementar
el nimero de uniones entre las laminas de colageno,
haciéndola menos elastica y mas resistente al
estiramiento.

Existen varios tipos de enlaces cruzados corneales®:

e Enlace cruzado fisiolégico o relacionado con la edad.
En corneas envejecidas se observa un mecanismo de
endurecimiento y engrosamiento de las fibras de
colageno, donde la glicosilacion de las moléculas de
tropocolageno juega un importante papel. La enzima
lisil-oxidasa (LOX) y los aldehidos de la glucosa son
los responsables de este fendmeno.

e Enlace cruzado patoldgico dismetabdlico, relacionado
con enfermedades como la diabetes mellitus, debido
al efecto crosslinking de la glucosa natural. La
hiperglucemia produce un incremento de la
resistencia corneal que genera el fendmeno conocido
como reacciobn de Maillard. Los aldehidos de la
glucosa a través de los AGEs (endoproductos de
glicosilacion avanzada) juegan un papel fundamental
en este tipo de enlace cruzado terapéutico inducido
fotobioldgicamente. Esta es la técnica a la que nos
referiremos a continuacion.

Un grupo de investigadores de la Universidad de
Dresden, Alemania (Wollensak, Spoerl y Seiler),
introducen el enlace cruzado terapéutico al realizar
estudios de seguridad, toxicidad y eficacia en animales
(cerdo y conejo).®* Ellos trabajaron en la posibilidad de
frenar el progreso de la enfermedad ectésica para
retrasar o impedir la necesidad de una queratoplastia.
Las premisas eran que los pacientes diabéticos jovenes
no desarrollaban queratocono y los casos excepcionales
que lo hacian no progresaban debido a que la glucosa
provocaba un efecto de crosslinking natural en las fibras
del colageno incrementando la resistencia biomecanica
de su cérnea.®® Desde entonces, este procedimiento ha
extendido su aplicacion a numerosos paises como ltalia,
Estados Unidos y Espafia.

La técnica se basa en un proceso de fotosensibilizacion

mediante riboflavina (vitamina B,) y radiacion
ultravioleta A (UVA). Estos autores® consiguieron
demostrar que la aplicacion de wuna solucién de

riboflavina al 0,1 % y dextrano al 20 % era absorbida
por la cérnea una vez que se habia extraido el epitelio,
permitiendo la aplicacion segura de una radiacién
ultravioleta A de 365 a 370 nm. sin lesionar el endotelio
ni otras estructuras intraoculares.

La riboflavina o vitamina B, tiene una férmula empirica
C17H20N4O06 y disuelta en agua tiene una coloracion entre
naranja y amarillo-anaranjado. Su pico de absorcién
maximo es a 370 nanémetros (nm). En la técnica de
enlace cruzado se emplea a una concentracion del 0,1 %
que optimiza su coeficiente de absorcién. ® Esta
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substancia tiene una mision doble, por una parte al ser
activada por la radiaciéon ultravioleta libera radicales
libres que van a realizar las uniones ente las fibras de
colageno y por otra parte actia como un filtro de las
radiaciones UVA permitiendo que solo un 5 % de la
energia aplicada pase a las estructuras intraoculares.
Muchos autores™”® refieren que, para que la riboflavina
sea absorbida por la cérnea, es condicién imprescindible
que se extraiga el epitelio. Pinelli®®, por el contrario, en
un estudio multicéntrico realizado en lItalia en el 2006,
observé mediante fluoroscopia, que el epitelio no limita
de manera significativa la penetracién de riboflavina
hacia el estroma corneal, pero esto sigue en estudio
todavia. Los autores de este trabajo consideran que es
importante la desepitelizacién previa a la realizacion de
este proceder ya que la presencia de uniones estrechas
o “tight junctions” y de hemidesmosomas a nivel del
epitelio limita la penetracion de riboflavina hacia el
estroma corneal.

El dextrano es un polisacarido ramificado constituido de
muchas moléculas de glucosa unidas en cadenas de
longitud variable (de 10 a 150 Kilodaltons). Se emplea
junto al fotoactivador luego de la desepitelizacion
corneal y su finalidad es mantener la presién osmética
de la cdrnea, impidiendo que se modifique su grosor. Su
concentracion adecuada es al 20 %. Muchos cirujanos
sOlo usan la riboflavina pero otros prefieren esta
combinacion tan efectiva.®

En relacién con la radiacion ultravioleta, Wollensak y col.
® estimaron que la energia adecuada era de 3.00 mW/
cm? actuando sobre un area de 7 a 9 mm de cérnea
desepitelizada. Si se administrara la dosis recomendada
sobre una cérnea virgen, sélo seria filtrado por esta un
30 % y pasaria a las estructuras oculares una dosis de
2,10 mW/cm?, absorbida por el cristalino el 50 % y el
resto por la retina. Sin embargo, cuando aplicamos la
energia en una cOrnea desepitelizada y embebida en
riboflavina, ésta actla como filtro de la luz UVA
limitando el paso de la energia a solo un 3 % de la
cantidad original, con lo que esta dosis (0,09 mW/cm?)
ya no es toxica para el endotelio ni las estructuras
intraoculares.

Los umbrales citotoxicos calculados para la energia UVA
son para los queratocitos de 0,5 mwW/cm? la
citotoxicidad se produce en las 270 um superficiales del
estroma corneal, y para el endotelio 0,3 mW/cm?
citotoxicidad sdlo si la cornea es de un grosor menor 350
pm. Se considera un colchén de seguridad afiadir 50 um,
por lo que no debiera realizarse el procedimiento en
corneas de menos de 400 pm."

En experimentos animales, se demostr6 que los
queratocitos presentan muerte celular hasta los 350 pm
de profundidad. A los seis meses, el area vuelve a
poblarse y, en contraposicién a lo que ocurre con las
células endoteliales, los queratocitos pueden
reproducirse. La pérdida de células en el estroma
corneal no es considerada critica, pero se recomienda la
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realizacion de estudios con microscopia a largo plazo,
para verificar la repoblacion de queratocitos,
especialmente en casos de enlace cruzado para tratar
queratectasia iatrogénica posterior a LAS/K.*1®

Al realizar el enlace cruzado, se crean uniones quimicas
adicionales que producen cOrneas mas compactas,
fuertes y resistentes a la deformacién biomecanica o
ectasia.®' Estos cambios en la arquitectura corneal
pueden llegar a evitar o retardar el trasplante y se ha
demostrado la detencion de la enfermedad, en el caso
del queratocono, hasta 3 y 5 afios después del
tratamiento. 2

La técnica quirGrgica es muy sencilla pero
potencialmente peligrosa si no se sigue el protocolo
indicado. Se han reportado mdltiples protocolos de
tratamientos. Su secuencia es la siguiente:

1. Instilacion de anéstesico tépico 5 minutos previos al
tratamiento.

2. Se coloca un espéculo palpebral y se remueve el
epitelio central de la cérnea en un didmetro de 8,5 a
9 mm. utilizando descarificador o cuchilete redondo.
Existe un instrumento llamado perturbador epitelial
Daya con puntas concéntricas para realizar
micropunciones epiteliales y evitar tener que remover
todo el epitelio y sus consiguientes molestias.

3. Administraciéon tépica de la solucion de riboflavina
(fotoactivador). Se aplica cada 3 minutos por 15
minutos. Muchos cirujanos utilizan la combinacion
riboflavina (0,1 %) - dextran (20 %).”®) Debe
esperarse de 5 a 10 minutos para la absorcién del
fotoactivador por el tejido corneal.

4. Comprobacién de la saturacion del fotoactivador.

5. Aplicacion de la radiacién UVA. Es importante cumplir
con las especificaciones de este tratamiento como
son: distribucidon uniforme de la energia UVA a 370
nm, distancia de trabajo de 15 cm, potencia maxima
de emisiéon de 4 mW/cm? y potencia méxima de
densidad de 3 mW/cm?.

6. Durante la irradiacion, seguir administrando
fotoactivador a razén de 1 gota cada 5 minutos. Se
usa el equipo UV-X™, que emite luz UV -A con una
longitud de onda de 365 nm. Después de 30
minutos, el UV-X se desconecta automaticamente.

7. Tras finalizar la irradiacion, se aplican gotas
antibiéticas y se coloca un lente blando terapéutico
por 3 a 5 dias.

8. Tratamiento medicamentoso como en la
gueratectomia fotorrefractiva (PRK). Se emplean
antiinflamatorios como fluorometalona o
prednisolona al retirar el lente durante el primer mes,
gotas antibioticas durante los primeros 10 dias vy
lagrimas artificiales hasta que reepitelice la cérnea.

El proceso de enlace cruzado actualmente esta en una

fase inicial y como cualquier técnica de tratamiento

puede tener muchas mejoras, por ejemplo la
desepitelizacion corneal resulta molesta para el paciente
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y puede contribuir a la induccién de haze.® Por dicha
razon, se esta comenzando a probar la realizaciéon de un
bolsillo corneal con intralase (un tipo de laser de
femtosegundo) y aplicar dentro de ese "bolsillo" la
riboflavina. Si con este método se obtienen buenos
resultados el paciente tendria menos molestias.®
Kanellopoulos AJ*®, describe la creacién de un bolsillo
corneal central con laser de femtosegundo a una
profundidad de 100pm administrando dentro de este la
riboflavina al 0,01 %, con un efecto similar al tradicional
mediante la aplicacién por 15 min. de luz UV de 365 nm.
(6mW/cm?)

Asi mismo se intenta acortar el tiempo de exposicion a la
luz ultravioleta de treinta minutos, modificando la
energia utilizada. Para ello se estd trabajando en un
nuevo método rapido de enlace cruzado llamado
“flashlinking’, el cual ha sido introducido usando un
agente fotoactivo personalizado. Este agente del
flashlinking es una mezcla fotoquimica multicomponente
(>3) que se activa con la exposicibn de UVA en una
reaccion no exotérmica para formar un hidrogel que
puede absorber el 80 % del agua. En contraste con el
enlace cruzado de riboflavina-UVA, es oxigeno-
independiente y requiere una corta exposiciéon a la
radiacion UVA produciendo una reaccion fotoquimica.
Ademas tiene la propiedad de formar el material de
hidrogel dentro de la cérnea y no produce puramente el
enlace cruzado intraestromal.®® Comparado con el
procedimiento normal, se ha demostrado similar eficacia
en relacion con el endurecimiento corneal, pero la
ventaja del flashlinking radica en la reduccion del tiempo
de exposicién a UVA de 30 minutos a 30 segundos. 419
Sin embargo se considera que son necesarios mas
estudios que demuestren su eficacia, antes de que
pueda introducirse esta técnica en la practica clinica.

Todavia se desconoce la duracion del endurecimiento
que produce este procedimiento, no obstante se estima
gue la renovacion ocurra completamente entre los 2 y
10 afios.*® Por lo tanto, a largo plazo podria ser
necesario repetir el tratamiento Unicamente en aquellos
casos en que se documente una aceleracion clinico-
topografica de la enfermedad. El tratamiento nunca se
ha vuelto a repetir, ya que desde su comienzo en la
década de los 90 hasta la fecha, no ha habido ningun
caso de aceleracion de la enfermedad.®®

Este tratamiento tiene indicaciones precisas. Se emplea
en las enfermedades ectasicas de la coOrnea
(queratocono, degeneracion marginal pellcida) y las
ectasias iatrogénicas o secundarias a cirugia corneal.
@712 Otras indicaciones incluyen el tratamiento de
Ulceras infecciosas torpidas, de la queratopatia bullosa,
un reforzamiento corneal previo tratamiento con laser
excimer, asociacion con otras técnicas moldeadoras de la
cornea como los segmentos intracorneales, la
queratoplastia conductiva o lentes de contacto. ®"*"1)
En el caso de ulceracién corneal progresiva, ademas de
fortalecer la cornea debilitada, permite que la irradiacion
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de UVA esterilice los gérmenes infecciosos y se detiene
el proceso queratolitico.®

Existen contraindicaciones para su uso. Sélo se incluyen
las embarazadas dentro de las contradicciones generales
y dentro del punto de vista ocular se dividen en:

¢ Absolutas: Paquimetria menor de 400 um, leucomas
corneales importantes, enfermedades autoinmunes o
pacientes propensos a queloides, dafio endotelial
previo. Antecedentes de queratitis herpética,
sindrome de o0jo seco severo, presencia de
infecciones corneales en el lugar de tratamiento.

¢ Relativas: La edad, inicialmente se consideraba una
contraindicaciéon en menores de 18 afios, aunque hoy
cada vez hay mas partidarios de realizar la técnica en
nifios con queratocono progresivo. En mayores de 50
ggﬁos se discute si la técnica pueda tener algun valor.
En el tratamiento del queratocono presenta varias
ventajas: aumenta la resistencia corneal, mejora la
agudeza visual, regulariza la forma de la cérnea a la vez
gue potencia el efecto de los anillos o segmentos
intracorneales. Munish S. 'y colaboradores®’'®
demostraron cémo el tratamiento de crosslinking con
riboflavina potencia el efecto de los anillos
intraestromales (Intacs) en ectasias post-LASIK'y en el
gueratocono.

Tras la aplicacién del enlace y posterior reepitelizacion,
podemos observar una serie de cambios en la cérnea del
paciente como son la presencia de una linea de
demarcacion longitudinal en el estroma corneal
delimitando la zona anterior tratada de un color mas
blangquecino, la cual corresponde a un area de deplecién
de queratocitos, edema intraestromal y ausencia de
fibras nerviosas como demostraron Mazzota y col®®?
en estudios mediante microscopia. Este autor también
pudo comprobar que el estroma posterior y el endotelio
no sufrian cambios significativos.

Desde el punto de vista clinico los resultados
inicialmente reportados por el grupo de Dresden®
hablaban de ausencia de progresiéon del queratocono; en
el 81,7 % habia una regresion de las queratometrias
maximas de -2,87 dioptrias (+2,56) y la agudeza visual
posoperatoria mejoré en 1,4 lineas (+2,04). Este grupo
no encontré complicaciones y tampoco afectacion del
cristalino ni del endotelio. Caporossi y col® en un
estudio realizado en el 2006, encontraron una mejoria
significativa de la agudeza visual no corregida tras el
tratamiento, reduccion en las queratometrias mediante
topografia, mejoria en la simetria corneal en el estudio
aberrométrico, importante reduccion en la asimetria
entre los hemimeridianos verticales y ausencia de dafio
endotelial o incremento de la tensién ocular.

A pesar de ser un procedimiento simple y no invasivo, se
han reportado diversas complicaciones tras su aplicacion
(16.21.22) como son: presencia de haze precoz y tardio (al
afo), edema corneal precoz, pérdida de méas de 2 lineas
de vision, queratitis lamelar difusa, queratitis herpética
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con iritis y endotelitis. Se han observado otras derivadas
de la radiacion ultravioleta®” como son la fotoqueratitis
en la cornea, catarata en el cristalino y dafio térmico o
fotoquimico en la retina. Ademas, los radicales libres y
agentes oxidantes liberados durante la exposicion de los
tejidos de la cornea empapados en riboflavina también
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ya sea primaria, secundaria o de causa iatrogénica.
Numerosos articulos revisados apoyan y demuestran su
seguridad y eficacia. Sus aplicaciones en la queratitis
infecciosa, la queratopatia bullosa y otras, extienden los
usos potenciales de esta tecnologia. Esta técnica ha
disparado las expectativas de médicos y pacientes y no

pueden representar un riesgo fotoquimico para las
estructuras del segmento anterior.

CONCLUSIONES

El objetivo fundamental al realizar este procedimiento
consiste en detener la progresion de la ectasia corneal

cabe duda que parece ser el Gnico medio para combatir
la fisiopatologia del queratocono; ademas, podria ser
particularmente Util en paises en vias de desarrollo
donde el trasplante corneal y otros procedimientos
suelen ser de dificil acceso.
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