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RESUMEN
Introducción. El término crosslinking puede traducirse como

“enlaces cruzados”, y consiste en una fotopolimerización de las
fibras estromales mediante riboflavina y rayos ultravioleta tipo A
(UVA), que forma nuevos enlaces covalentes entre las láminas de
colágeno del estroma corneal, incrementando su rigidez hasta un
70%. El lumicano es una proteína que pertenece al grupo de los
llamados pequeños proteoglucanos ricos en leucina y tiene como
función entre otras regular el diámetro de las fibras de colágeno y el
espacio interfibrilar.

Objetivo. Medir los niveles de expresión del gen del lumicano
en estromas corneales de conejos tratados con crosslinking y com-
pararlos con estromas corneales no tratados.

Materiales y métodos. Dos grupos: grupo 1, cinco ojos iz-
quierdos se trataron con crosslinking; Grupo 2, cinco ojos derechos
sanos que no se trataron con crosslinking formando el grupo con-
trol. A los tres días de haber tratado al Grupo 1 se extrajeron las
córneas de ambos grupos con la finalidad de medir la expresión del
gen que codifica la proteína lumicano mediante reacción en cadena
de la polimerasa en tiempo real con método semicuantitativo (RT-
PCR) y se correlacionaron dichos resultados.

Resultados. Se encontró una diferencia estadísticamente signi-
ficativa al correlacionar los resultados de RT-PCR de ambos gru-
pos, las diferencias fueron a favor de un aumento en la expresión
del gen del lumicano en el grupo tratado.

Palabras clave: Crosslinking, queratocono, RT-PCR, ribofla-
vina, UVA.

Determination of levels of gene expression lumicano in the
corneal stroma in rabbits subjected to crosslinking

SUMMARY
Introduction. The crosslinking is a photopolymerization of

stromal fibers using riboflavin and A ultraviolet light (UVA), whi-
ch form new covalent bonds between the layers of corneal stromal
collagen, increasing its rigidity up 70%. The lumican is a protein
that belongs to the so-called small leucine-rich proteoglycans, and
functions including regulating the diameter of collagen fibers
and interfibrillar space.

Objective. Measure gene expression levels of lumican in cor-
neal stroma of rabbits treated with crosslinking and compared with
untreated corneal stroma.

Materials and methods. Two groups: group 1, 5 left eyes
was treated with crosslinking, group 2, 5 healthy right eyes were
not treated with crosslinking formed the control group. After 3
days of having tried to group 1 were extracted corneas of both groups
in order to measure the expression of the gene encoding the protein
lumican chain reaction of real-time polymerase semiquantitative
method (RT-PCR) and correlated those results.

Results. There was a statistically significant difference to co-
rrelate the results of RT-PCR in both groups; the differences were
in favor of increased gene expression of lumican in the treated
group.

Key words: Crosslinking, keratoconus, RT-PCR, riboflavin,
UVA.
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Introducción

El queratocono es una enfermedad de la córnea cuya pa-
tología radica en las fibras de colágeno del estroma corneal,
es un padecimiento sin etiología específica y sin tratamiento
definitivo. En la actualidad está en boga la aplicación de
crosslinking en córneas con queratocono, el cual para algu-
nos autores sus resultados son muy prometedores, pero, sin
embargo, este procedimiento aún no supera las pruebas del
tiempo.

Las fibrillas de colágeno en el estroma corneal están puen-
teadas y conectadas por los glucosaminoglicanos aniónicos
(GAGs) de los pequeños proteoglicanos ricos en leucina (SL-
RPs), ayudando a definir la forma del tejido, y, por lo tanto,
son llamados “moduladores de forma”.1 Cuatro SLRPs están
presentes en la matriz extracelular del estroma corneal: deco-
rina (dermatán sulfato), lumicano, mimecano y queratocano
(los tres queratán sulfato).2 Estos SLRPs poseen las siguien-
tes características: un dominio N-terminal, seguido de una
región que contiene un racimo de cuatro cisteínas, el cual
incluye un grupo de aminoácidos Cis-X-Cis, seguido por el
núcleo de la proteína que consiste en 7-11 arreglos ricos en
leucina con una secuencia de consenso L-X-X-L-X-L-X-X-
N/C-X-L hacia la C-terminal antes del cual hay un puente de
disulfuro adicional.3,4 Los núcleos proteicos de los SLRPs
son sintetizadas en el retículo endoplasmático rugoso de los
queratocitos del estroma corneal y luego en el aparato de
Golgi se adicionan múltiples cadenas de polisacáridos (90-
95% del peso total), en número y composición variable.5 Las
cadenas de GAGs, se sintetizan en el aparato de Golgi y son
unidades de disacáridos anionicos no ramificados que se
repiten n veces (siendo n desde 1 a < 100). Las unidades de
disacáridos se constituyen de manera alternada de un ácido
urónico que puede ser ácido D-glucurónico (GlcA) o ácido L-
idurónico (IdoA) y un amino-azúcar, ya sea D-galactosami-
na (GalN), D-glucosamina (GlcN) o galactosa (Gal).6

Debido a los grupos carboxilo y sulfato en la cadena del
polisacárido, los GAGs presentan una carga electrostática
negativa global y por lo tanto, son hidrofílicos y debido a
repulsiones electrostáticas intramoleculares adoptan confi-
guraciones lineales y flexibles, recubierto por radicales anió-
nicos.7,8 En general los proteoglucanos queratán sulfato es-
tán relacionados con la regulación del diámetro de las fibras
de colágeno y los proteoglucanos dermatán sulfato partici-
pan en el control del espacio interfibrilar.4 El lumicano perte-
nece a los SLRPs,3 en el conejo el gen (Lum) que codifica
para el lumicano se localiza en el cromosoma 4.9 El lumicano
corneal tiene 3-4 cadenas laterales de GAGs del tipo KS, su
núcleo proteico es de 38 kDa. Sus funciones conocidas son:

• Regular el ensamble del colágeno de la matriz extracelular
estromal.

• Mantener una arquitectura fibrilar normal en el estroma
posterior mediante la regulación del ensamble fibrilar.

• Mantener un contenido óptimo de queratán sulfato re-
querido para la transparencia corneal.10,11

La relación entre el lumicano y la transparencia de la cór-
nea ha sido estudiado en embriones de pollo,12 en éstos la
transparencia corneal inicia en el día 15 del desarrollo y
se completa en el día 20. El precursor del lumicano en
estas córneas tiene cadenas laterales de polilactosamina
(queratán no sulfatados), el cual se incrementa entre los días
7 y 9 del desarrollo y disminuye exponencialmente hasta el
día 18. El lumicano con cadenas laterales de glucosamino-
glucanos sulfatados (es decir, proteoglucano) se detecta a
partir del día 15 del desarrollo embrionario, cuando la trans-
parencia corneal se incrementa y se acumula considerable-
mente hasta el día 18. La interrupción de la producción de
lumicano con cadenas laterales de polilactosamina y el inicio
de la síntesis de lumicano como proteoglucano en el inicio de
la transparencia corneal sugiere que la sulfatación de las cade-
nas laterales del lumicano es importante para la transparen-
cia corneal. Esto también es apoyado por estudios en rato-
nes,13 donde se observó que la sulfatación de la molécula de
lumicano, el momento de la apertura del ojo y la transparen-
cia corneal son concurrentes, probablemente porque la abun-
dancia de KS está relacionado con el mantenimiento de un
nivel de hidratación del tejido fundamental para la transpa-
rencia corneal,14 estando demostrado que en los niveles de
hidratación normal del estroma corneal los proteoglucanos
(PGs) dermatán sulfato están totalmente hidratados, mien-
tras que los KS están sólo parcialmente hidratados, lo que
sugiere que KS proporciona un búfer dinámico para la hidra-
tación corneal y además el lumicano es capaz de organizar
las fibras de colágeno de manera más efectiva, como lo afir-
man otros autores.15 El papel crucial del lumicano en la regu-
lacion del ensamble de colágeno en fibras ha sido estableci-
do por estudios en ratones homocigotos por una mutación
nula en lumicano,15 estos ratones knock-out sin lumicano
desarrollan opacidad corneal bilateral y fragilidad de la piel,
parecido a algún tipo de síndrome de Ehler Danlos, en los
que se observó pérdida de 25% del keratán sulfato corneal,
los diámetros de las fibrillas de colágeno están anormalmen-
te aumentados, no hay regulación del crecimiento de las fi-
bras de colágeno, viéndose afectados la organización y la
regulación de los espacios entre las fibras de colágeno.16 En
general la síntesis de proteoglucanos se ve disminuida 24 h
después de la aplicación de LASIK en córneas humanas con
un marcado cambio en la organización de las fibras de colá-
geno.17

La idea de reforzar de forma terapéutica las estructuras de
colágeno, tiene más de 30 años.18 En 1993 es introducido en
oftalmología el “crosslinking corneal” por investigadores de
la Universidad de Dresden, Alemania (Wollensak, Spoerl y
Seiler)19-22 como nuevo tratamiento del queratocono realizan-
do estudios de seguridad, toxicidad y eficacia en animales
(cerdo y conejo), y cuyo fin es evitar o al menos retrasar la
evolución típica de la enfermedad.

El crosslinking se basa en un proceso de fotosensibiliza-
ción mediante riboflavina (vitamina B12) y radiación UVA,
una vez que se ha retirado el epitelio corneal, la solución de
riboflavina al 0.1% y dextrano al 20% es absorbido por la
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córnea, permitiendo la aplicación segura de UVA de 365 a
370 nm sin lesionar el endotelio ni estructuras intraoculares
porque tiene dos funciones: liberar radicales libres y actuar
como filtro de las radiaciones.22 En experimentos en animales
se ha demostrado que los queratocitos presentan muerte
celular hasta en los 350 µm de profundidad del estroma ante-
rior, a los seis meses el área vuelve a poblarse y la pérdida de
células en el estroma corneal no es considerada crítica.23

Se han reportado complicaciones de crosslinking como son:

• Haze precoz 11% y tardío (al año) 4%.
• Edema corneal precoz (12/34).
• Pérdida de más de dos líneas de visión (3/34).
• Queratitis lamelar difusa.
• Queratitis herpética con iritis y endotelitis.

Otros son derivados de la luz ultravioleta como son:
• Fotoqueratitis en la córnea .
• Catarata.
• Daño térmico o fotoquímico en la retina.24-26

Material y métodos

Se incluyeron diez ojos de cinco conejos machos adultos
Nueva Zelanda, y el estudio se llevó a cabo de acuerdo con
la declaración para el uso de animales en investigación oftal-
mológica y visual de la Asociación para la Investigación en
Visión y Oftalmología (siglas en inglés ARVO). Los conejos
fueron enumerados del 1 al 5, formándose dos grupos de
córneas: grupo tratado formado por los ojos izquierdos
de cada conejo y se les sometió a crosslinking corneal, y el
grupo no tratado formado por los ojos derechos de los mis-
mos conejos y a los cuales no se les aplicó crosslinking. La
aplicación de crosslinking fue de acuerdo con el protocolo
de Siena, usando el equipo de crosslinking modelo XLamp
marca MEC (medical Engineering Colombia), que emite luz
UV-A con una longitud de onda de 370 nm. Tres días des-
pués de aplicar crosslinking a las córneas izquierdos de cada
conejo, todos los conejos fueron sacrificados para tomar los
botones corneales tanto derecho como izquierdo. Ambos
grupos de córneas fueron trasladados y procesados en el
laboratorio de biología molecular para extraer el ARN de los
queratocitos estromales y posteriormente se obtuvo el ADN
complementario del lumicano y del gen endógeno GADPh
para poder realizar RT-PCR tiempo real de tipo semicuantita-
tivo. Los primers utilizados para llevar a cabo la reacción
fueron los siguientes:

• Gen Lum Sentido: 5’CATCTCTGGTTGAGCTGGATCTC3’.
• Antisentido: 5’GAGTAGGATAGTGGCCCCAGG3’.
• Gen GADPh Sentido 5’TGCCCTCAATGACCACTTTG3.
• Antisentido: 5’CCTTGGAGGCCATGTGGAC3’.

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el progra-
ma SPSS 12.0 (SPSS Chicago IL), el cual consistió en la reali-
zación del coeficiente de correlación lineal de Pearson y la

prueba de la 2 para la comparación de los dos grupos de
ojos con respecto al grado de expresión del gen Lum en los
dos grupos.

Resultados

Demostramos que sí hay modificaciones en los niveles de
expresión del gen del lumicano en los queratocitos posterior
al tratamiento con crosslinking corneal. En el caso número 1
el ojo derecho no tratado (Cuadro 1 y Figura 1), el 1 indica
que el gen se expresó en igual proporción comparado con el
gen endógeno, el valor de 0.9997 del ojo izquierdo tratado se
interpreta como un nivel de expresión por abajo comparado
con el endógeno, ya que no llega a la unidad, quedando inver-
tida esta situación en el caso número 2, porque aquí el ojo
derecho no tratado fue el que presentó una expresión del
gen por debajo de la unidad (0.92172), en contraste con el ojo
izquierdo tratado del mismo caso que tiene un valor de 1.5039,
el cual muestra que el gen se expresó un poco mas de 1.5
veces comparado con el gen endógeno utilizado.

En el caso 3 se presentó una sobreexpresión en el ojo no
tratado y en el ojo tratado, en el ojo no tratado con un valor
de 3.2504, y el ojo izquierdo tratado presentó la expresión
más alta registrada en todos los casos con un valor de 9.3396
veces el valor de la expresión del gen endógeno. En el caso
número 4 ambos ojos tuvieron una sobreexpresión del gen,
el derecho no tratado con un valor de 2.2618 y el ojo izquier-
do tratado registró el segundo nivel más alto de todos los
casos con un valor de 6.4368. En el caso número 5 tanto el
ojo derecho como el izquierdo presentaron sobreexpresión
del gen, con valores de 1.7035 y 2.94336, respectivamente.

El resultado de la prueba de 2 para los valores obte-
nidos de ambos grupos de ojos tratados y no tratados, fue
p < 0.00041936.

El resultado del coeficiente de correlación lineal de Pear-
son entre ambos grupos de ojos tratados y no tratados fue
r = 0.98537901.

Discusión

Aunque al comparar de manera independiente el grupo
tratado y el no tratado no se mantuvieron niveles constantes

Cuadro 1. Cuantificación relativa de la expresión del gen del
lumicano.

No. progresivo Ojos no tratados Ojos tratados

1 1 0.9997
2 0.92172 1.5039
3 3.2504 9.3396
4 2.2618 6.4368
5 1.7035 2.94336

La primera columna de la izquierda corresponde al número progresivo con el
que fue etiquetado cada uno de las muestras en su respectivo grupo, la co-
lumna de OD corresponde al grupo de ojos no tratados, la columna de OI co-
rresponde al grupo de ojos tratados. Fuente: Directa.
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de expresión, al comparar ambos grupos las modificaciones
se presentaron en su mayoría como una sobreexpresión del
gen del lumicano por parte del grupo de córneas tratadas. Al
realizar la prueba de 2 para los valores obtenidos de ambos
grupos, ésta resultó con una diferencia estadísticamente sig-
nificativa, con una p < 0.00041936, lo cual muestra que los
resultados obtenidos entre ambos grupos se dieron por in-
fluencia del tratamiento. Por otro lado, al realizar el coeficien-
te de correlación lineal de Pearson entre ambos grupos, re-
sultó r = 0.98537901, lo cual muestra una correlación lineal
positiva entre ambos grupos de variables.

Nuestro resultado es compatibles con los obtenidos por
Rebouças Martins S.A., quien estudió la cantidad de proteo-
glucanos en córneas humanas 24 horas después de ser so-
metidos a láser in situ keratomileusis (LASIK)17 midiendo los
niveles de proteoglucanos con método de electroforesis con
gel de agarosa y encontrado bajos niveles de proteogluca-
nos, por lo que estos niveles bajos de proteoglucanos en el
estroma corneal estimulan a los queratocitos para la síntesis
de proteoglucanos, mismo que corroboramos en nuestro
estudio.

El primer estímulo para el aumento de la expresión del gen
puede ser la desepitelización corneal antes de la aplicación
de crosslinking y también como parte de la respuesta infla-
matoria, estimulando a los queratocitos que quedan viables
por debajo de las 300 µm del espesor estromal, para sintetizar
nuevas proteínas de lumicano y subsanar la pérdida ocasio-
nado por la aplicación de crosslinking, según lo observado
por E.C. Carlson27 en procesos inflamatorios provocados por
lipopolisacáridos bacterianos hay aumento de la expresión
del lumicano y participando éste en el infiltrado de células
polimorfonucleares en el estroma corneal, por otro lado, Saika
S28 refirió que el lumicano también participa en la migración
de células epiteliales en el proceso de cicatrización aguda.

Es probable que el aumento del diámetro de las fibras de
colágeno observado por otros investigadores21 en realidad

se trate de una pérdida funcional de proteoglucanos, los
cuales, como se mencionó en los antecedentes, regulan el
diámetro de las fibras de colágeno y el espacio interfibrilar,
esta pérdida funcional es fácilmente explicable con la teoría
de Johne E. Scott y Alison M. Thomlinson,1 quienes propo-
nen que los radicales libres de oxígeno (en este caso libera-
dos por la riboflavina), fragmentan las cadenas de GAGs que
mantienen los espacios interfibrilares y como consecuencia
hay una disfunción global del proteoglucano.

Por otro lado, es probable que la opacidad permanente
observada en las córneas tratados con crosslinking se deba
a apoptosis masiva de queratocitos o probablemente a que
no hay una respuesta adecuada por parte de los mismos para
restaurar la cantidad de proteoglucanos necesario para man-
tener la arquitectura normal de las fibras de colágeno y por
otro lado al no haber proteínas centrales de lumicano, las
moléculas de GAGs no tienen un sitio de adhesión para cum-
plir con la función de aportar las moléculas sulfatadas y man-
tener la carga negativa global necesaria para la hidratación
adecuada del estroma.14

Los efectos disfuncionales ocasionados por alteraciones
de la molécula del lumicano pueden ser acompañados por
alteraciones en los niveles de expresión de queratán sulfato
otro proteoglucano presente en el estroma corneal y que
ocupa el segundo lugar en el aporte de cadenas de GAGs
necesarios para regular diámetros de fibras de colágeno y la
hidratación corneal, como se ha demostrado en corneas de
ratones, la expresión del gen del queratán sulfato es directa-
mente proporcional a la expresión del gen del lumicano.29

Otra mecanismo probable de opacidad corneal posterior a
crosslinking probablemente se deba a la producción de mo-
léculas de lumicano no glucosilado y, por lo tanto, carentes
de moléculas de sulfato como menciona Winston W.-Y.
Kao.10

Conclusiones

Son variables los niveles de expresión del gen del lumicano
entre córneas no tratadas y entre córneas tratadas; sin embar-
go, cuando comparamos córneas tratados con córneas no tra-
tadas se observa una diferencia en los niveles de expresión,
siendo mayor la expresión en las córneas lesionadas.
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