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RESUMEN

Introduccion. El término crosslinking puede traducirse como
“enlaces cruzados’, y consiste en una fotopolimerizacion de las
fibras estromal es mediante riboflavinay rayos ultravioletatipo A
(UVA), que forma nuevos enlaces covalentes entre las |laminas de
colégeno del estroma corneal, incrementando su rigidez hasta un
70%. El lumicano es una proteina que pertenece al grupo de los
[lamados peguefios proteoglucanos ricos en leucinay tiene como
funcion entre otrasregular el diametro delasfibrasdecolégenoy el
espacio interfibrilar.

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

Materiales y métodos. Dos grupos: grupo 1, cinco ojos iz-
quierdos setrataron con crosslinking; Grupo 2, cinco ojos derechos
sanos que no se trataron con crosslinking formando el grupo con-
trol. A los tres dias de haber tratado al Grupo 1 se extrajeron las
corneas de ambos grupos con lafinalidad de medir laexpresion del
gen que codificalaproteinalumicano mediante reaccién en cadena
delapolimerasaen tiempo real con método semicuantitativo (RT-
PCR) y se correlacionaron dichos resultados.

Resultados. Se encontr6 unadiferenciaestadisticamente signi-
ficativaal correlacionar los resultados de RT-PCR de ambos gru-
pos, las diferencias fueron a favor de un aumento en la expresion
del gen del lumicano en el grupo tratado.

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

Determination of levelsof geneexpression lumicanoin the
corneal stromain rabbits subjected to crossinking

SUMMARY

Introduction. The crosslinking is a photopolymerization of
stromal fibersusing riboflavin and A ultraviolet light (UVA), whi-
ch form new covalent bonds between the layers of corneal stromal
collagen, increasing itsrigidity up 70%. The lumican is a protein
that belongsto 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 stromaof rabbitstreated 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
daysof 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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Determinacion de los niveles de expresion del gen del lumicano, en el estroma corneal de conejos sometidos a crosslinking

Introduccién

El queratocono es una enfermedad de la cornea cuya pa-
tologiaradicaen lasfibras de coldgeno del estromacorneal,
es un padecimiento sin etiologia especificay sintratamiento
definitivo. En la actualidad esta en boga la aplicacion de
crosslinking en cérneas con queratocono, €l cual paraagu-
nos autores sus resultados son muy prometedores, pero, sin
embargo, este procedimiento alin no supera las pruebas del
tiempo.

Lasfibrillasde colageno en €l estromacorneal estan puen-
teadas y conectadas por |os glucosaminoglicanos anionicos
(GAGs) delos peguefios proteoglicanosricosen leucina (SL-
RPs), ayudando a definir laformadel tejido, y, por lo tanto,
son llamados “ moduladores de forma” .t Cuatro SLRPs estén
presentes en lamatriz extracelular del estromacorneal: deco-
rina (dermatan sulfato), lumicano, mimecano y queratocano
(lostres queratan sulfato).? Estos SL RPs poseen las siguien-
tes caracteristicas: un dominio N-terminal, seguido de una
region que contiene un racimo de cuatro cisteinas, el cual
incluye un grupo de aminoécidos Cis-X-Cis, seguido por el
nlcleo de la proteina que consiste en 7-11 arreglos ricos en
leucina con una secuenciade consenso L-X-X-L-X-L-X-X-
N/C-X-L hacialaC-termina antesdel cual hay un puentede
disulfuro adicional .*# Los nucleos proteicos de los SLRPs
son sintetizadas en €l reticulo endoplasmatico rugoso de los
gueratocitos del estroma corneal y luego en el aparato de
Golgi se adicionan muiltiples cadenas de polisacaridos (90-
95% del peso total), en nlimeroy composicion variable.® Las
cadenas de GAGs, se sintetizan en el aparato de Golgi y son
unidades de disacaridos anionicos no ramificados que se
repiten n veces (siendo n desde 1 a < 100). Las unidades de
disacaridos se constituyen de manera alternada de un &cido
urénico que puede ser &cido D-glucuronico (GlcA) o acido L -
idurénico (IdoA) y un amino-azlcar, ya sea D-gal actosami-
na(GalN), D-glucosamina(GIcN) o galactosa (Gal).6

Debido alos grupos carboxilo y sulfato en la cadena del
polisacarido, los GAGs presentan una carga €l ectrostatica
negativa global y por lo tanto, son hidrofilicos y debido a
repulsiones el ectrostéticas intramolecul ares adoptan confi-
guracioneslinealesy flexibles, recubierto por radicales anio-
nicos.”8 En general los proteoglucanos queratan sulfato es-
tén relacionados con laregulacion del diametro delasfibras
de colageno y los proteoglucanos dermatan sulfato partici-
pan en el control del espaciointerfibrilar.*El lumicano perte-
nece a los SLRPs,® en €l congjo el gen (Lum) que codifica
parael lumicano selocalizaen el cromosoma4.°El lumicano
corneal tiene 3-4 cadenas laterales de GAGs del tipo KS, su
nlcleo proteico es de 38 kDa. Sus funciones conocidas son:

* Regular el ensambledel colageno delamatriz extracel ular
estromal.

¢ Mantener una arquitectura fibrilar normal en el estroma
posterior mediante laregulacion del ensamblefibrilar.

* Mantener un contenido optimo de queratan sulfato re-
querido paralatransparenciacorneal 1%
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Larelacion entreel lumicanoy latransparenciadelacor-
nea ha sido estudiado en embriones de pollo,*? en éstos la
transparencia corneal iniciaen el dia15 del desarrolloy
se completa en el dia 20. El precursor del lumicano en
estas corneas tiene cadenas laterales de polilactosamina
(queratan no sulfatados), el cual seincrementaentrelosdias
7y 9 del desarrollo y disminuye exponencialmente hasta el
dia 18. El lumicano con cadenas | aterales de glucosamino-
glucanos sulfatados (es decir, proteoglucano) se detecta a
partir del dia 15 del desarrollo embrionario, cuando latrans-
parencia corneal se incrementay se acumula considerable-
mente hasta el dia 18. Lainterrupcién de la produccién de
Iumicano con cadenas|ateral esde polilactosaminay € inicio
delasintesis de lumicano como proteoglucano en el inicio de
latransparenciacorneal sugiere quelasulfatacion delascade-
nas laterales del lumicano esimportante paralatransparen-
ciacorneal. Esto también es apoyado por estudios en rato-
nes,*® donde se observé que la sulfatacion delamoléculade
lumicano, el momento de laaperturadel ojoy latransparen-
ciacorneal son concurrentes, probablemente porque laabun-
dancia de K S esta relacionado con el mantenimiento de un
nivel de hidratacion del tgjido fundamental paralatranspa
rencia corneal ,* estando demostrado que en los niveles de
hidratacion normal del estroma corneal los proteoglucanos
(PGs) dermatan sulfato estan totalmente hidratados, mien-
tras que los K S estan sdlo parcialmente hidratados, lo que
sugiere que KS proporcionaun bifer dinamico paralahidra-
tacion corneal y ademas el lumicano es capaz de organizar
las fibras de col ageno de maneramaés efectiva, como lo afir-
man otros autores.™ El papel crucial del lumicano enlaregu-
lacion del ensambl e de col&geno en fibras ha sido establ eci-
do por estudios en ratones homocigotos por una mutacion
nula en lumicano,” estos ratones knock-out sin lumicano
desarrollan opacidad corneal bilateral y fragilidad delapiel,
parecido a algin tipo de sindrome de Ehler Danlos, en los
que se observé pérdida de 25% del keratan sulfato corneal,
losdiametros delasfibrillas de coldgeno estan anormalmen-
te aumentados, no hay regulacién del crecimiento de las fi-
bras de colédgeno, viéndose afectados la organizacion y la
regulacion de los espacios entre las fibras de colageno.*® En
general lasintesis de proteoglucanos se ve disminuida 24 h
después delaaplicacion de LASIK en corneas humanas con
un marcado cambio en la organizacién delasfibras de col&
geno.Y

Laideadereforzar deformaterapéuticalasestructurasde
colageno, tiene mas de 30 afios.*® En 1993 esintroducido en
oftalmologiael “crosslinking corneal” por investigadores de
laUniversidad de Dresden, Alemania (Wollensak, Spoerl y
Seller)'®22 como nuevo tratamiento del queratocono realizan-
do estudios de seguridad, toxicidad y eficacia en animales
(cerdo y conegjo), y cuyo fin es evitar o al menos retrasar la
evolucion tipicadelaenfermedad.

El crosslinking se basa en un proceso de fotosensibiliza-
cion medianteriboflavina (vitaminaB12) y radiacion UVA,
unavez que se haretirado €l epitelio corneal, lasolucién de
riboflavina a 0.1% y dextrano al 20% es absorbido por la
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cornea, permitiendo la aplicacion segura de UVA de 365 a
370 nm sin lesionar el endotelio ni estructurasintraoculares
porque tiene dos funciones: liberar radicales libresy actuar
como filtro delasradiaciones.?? En experimentos en animales
se ha demostrado que los queratocitos presentan muerte
celular hastaen los 350 um de profundidad del estromaante-
rior, alosseismeses el areavuelveapoblarsey lapérdidade
células en €l estroma corneal no es considerada critica.?®

Se han reportado compli caciones de crosslinking como son:

» Haze precoz 11%Yy tardio (al afio) 4%.

» Edemacorneal precoz (12/34).

* Pérdidade masde doslineas de vision (3/34).
e Queratitislamelar difusa.
 Queratitisherpéticaconiritisy endotelitis.

Otros son derivados de la luz ultravioleta como son:
 Fotoqueratitisen lacoérnea.
e Catarata.
« Dafio térmico o fotoquimico en laretina. 2%

Material y métodos

Seincluyeron diez ojos de cinco conejos machos adultos
Nueva Zelanda, y €l estudio se llevé a cabo de acuerdo con
ladeclaracion parael uso de animales en investigacion oftal-
mologicay visual dela Asociacion paralalnvestigacion en
Visiony Oftalmologia (siglaseninglésARVO). Los conejos
fueron enumerados del 1 al 5, formandose dos grupos de
corneas: grupo tratado formado por los ojos izquierdos
de cadaconejoy seles sometid a crosslinking corneal, y €l
grupo no tratado formado por los ojos derechos de los mis-
mos conejosy alos cuales no seles aplicd crosslinking. La
aplicacion de crosslinking fue de acuerdo con el protocolo
de Siena, usando el equipo de crosslinking modelo XLamp
marcaMEC (medical Engineering Colombia), que emiteluz
UV-A con una longitud de onda de 370 nm. Tres dias des-
puésde aplicar crosslinking alas cérneasizquierdos de cada
conejo, todos los conejos fueron sacrificados paratomar los
botones corneales tanto derecho como izquierdo. Ambos
grupos de corneas fueron trasladados y procesados en €l
laboratorio de biologiamolecular paraextraer el ARN delos
gueratocitos estromalesy posteriormente se obtuvo el ADN
complementario del lumicano y del gen endégeno GADPh
parapoder realizar RT-PCR tiempo real detipo semicuantita-
tivo. Los primers utilizados para Ilevar a cabo la reaccion
fueron los siguientes:

* GenLumSentido: 5 CATCTCTGGTTGAGCTGGATCTCS'.
* Antisentido: 5 GAGTAGGATAGTGGCCCCAGG3'.

* GenGADPh Sentido 5 TGCCCTCAATGACCACTTTGS.
* Antisentido: 5 CCTTGGAGGCCATGTGGACS'.

El andlisis estadistico sellevd acabo mediante €l progra-
maSPSS 12.0 (SPSSChicago IL), € cual consistié enlareali-
zacion del coeficiente de correlacion lineal de Pearsony la
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prueba de la x? para la comparacion de los dos grupos de
0jos con respecto al grado de expresion del gen Lum en los
dos grupos.

Resultados

Demostramos que si hay modificacionesenlosnivelesde
expresion del gen del lumicano en los queratocitos posterior
al tratamiento con crosslinking corneal. En el caso niimero 1
el 0jo derecho no tratado (Cuadro 1y Figura 1), el 1indica
gue el gen seexpresd enigual proporcién comparado con €l
gen enddgeno, el valor de 0.9997 del ojoizquierdo tratado se
interpreta como un nivel de expresion por abajo comparado
con el endégeno, yaqueno llegaalaunidad, quedando inver-
tida esta situacién en el caso nimero 2, porque aqui €l 0jo
derecho no tratado fue el que presentd una expresion del
gen por debajo delaunidad (0.92172), en contraste con €l 0jo
izquierdo tratado del mismo caso quetiene un valor de 1.5039,
el cual muestra que €l gen se expresd un poco mas de 1.5
veces comparado con € gen endégeno utilizado.

En el caso 3 se present6 una sobreexpresion en el 0jo no
tratado y en el ojo tratado, en el ojo no tratado con un valor
de 3.2504, y € ojo izquierdo tratado presento la expresion
mas altaregistradaen todos|os casos con un valor de 9.3396
veces el valor de la expresion del gen endégeno. En el caso
ndmero 4 ambos o0jos tuvieron una sobreexpresion del gen,
€l derecho notratado conun valor de2.2618Yy el ojoizquier-
do tratado registr6 el segundo nivel més alto de todos los
casos con un valor de 6.4368. En el caso nimero 5 tanto el
0jo derecho como €l izquierdo presentaron sobreexpresion
del gen, convaoresde 1.7035Yy 2.94336, respectivamente.

El resultado de la prueba de x? paralos valores obte-
nidos de ambos grupos de ojos tratados y no tratados, fue
p<0.00041936.

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

Discusion
Aunque al comparar de manera independiente el grupo

tratado y el no tratado no se mantuvieron niveles constantes

Cuadro 1. Cuantificacion relativa de la expresion 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 laizquierda corresponde a ndmero progresivo con el
que fue etiquetado cada uno de las muestras en su respectivo grupo, la co-
lumna de OD corresponde a grupo de ojos no tratados, la columna de Ol co-
rresponde a grupo de ojos tratados. Fuente: Directa.
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Figura 1. Cuantificacion relativa o semicuantitativo de la expresion del
lumicano comparado entre el grupo de ojos tratados (blanco) y no tratados
(negro). Se observa aumento de la expresion del gen en el grupo de ojos
tratados. La prueba de x? resulté con una diferencia estadisticamente sig-
nificativa entre ambos grupos con una p= 0.00041936. La correlacion de
Pearson entreambosresulté r = 0.98537901, lo cual demuestraunacorrela-
cion positiva entre ambos variables. Fuente: Cuadro 1.

de expresion, al comparar ambos grupos |as modificaciones
se presentaron en su mayoria como una sobreexpresion del
gen del lumicano por parte del grupo de cérneastratadas. Al
realizar lapruebade y? paralos valores obtenidos de ambos
grupos, éstaresultd con unadiferenciaestadisticamente sig-
nificativa, con unap < 0.00041936, lo cual muestraque los
resultados obtenidos entre ambos grupos se dieron por in-
fluenciadel tratamiento. Por otrolado, al redlizar €l coeficien-
te de correlacion lineal de Pearson entre ambos grupos, re-
sultd r = 0.98537901, lo cual muestra una correlacion lineal
positiva entre ambos grupos de variables.

Nuestro resultado es compatibles con los obtenidos por
Rebougas Martins S.A., quien estudi6 lacantidad de proteo-
glucanos en corneas humanas 24 horas después de ser so-
metidosaléaser in situ keratomileusis (LASIK)* midiendo los
niveles de proteoglucanos con método de el ectroforesis con
gel de agarosa 'y encontrado bajos niveles de proteogluca-
nos, por lo que estos niveles bajos de proteoglucanos en €l
estromacorneal estimulan alos queratocitos paralasintesis
de proteoglucanos, mismo que corroboramos en nuestro
estudio.

El primer estimulo parael aumento delaexpresion del gen
puede ser la desepitelizacion corneal antes de la aplicacion
de crosslinking y también como parte de la respuestainfla-
matoria, estimulando alos queratocitos que quedan viables
por debajo delas 300 um del espesor estromal, parasintetizar
nuevas proteinas de lumicano y subsanar la pérdida ocasio-
nado por la aplicacion de crosslinking, segiin lo observado
por E.C. Carlson? en procesosinflamatorios provocados por
lipopolisacaridos bacterianos hay aumento de la expresion
del lumicano y participando éste en el infiltrado de células
polimorfonuclearesen el estromacorneal, por otrolado, Saika
S?refirié que el lumicano también participaen lamigracion
de células epiteliales en el proceso de cicatrizaci 6n aguda.

Es probable que el aumento del diametro de lasfibras de
colageno observado por otros investigadores® en realidad
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se trate de una pérdida funcional de proteoglucanos, los
cuales, como se menciond en los antecedentes, regulan €l
diametro delasfibras de colageno y €l espacio interfibrilar,
esta pérdidafuncional esfacilmente explicable con lateoria
de Johne E. Scott y Alison M. Thomlinson,* quienes propo-
nen que los radicales libres de oxigeno (en este caso libera-
dospor lariboflavina), fragmentan | as cadenas de GAGs que
mantienen los espacios interfibrilaresy como consecuencia
hay una disfuncion global del proteoglucano.

Por otro lado, es probable que la opacidad permanente
observada en las corneas tratados con crosslinking se deba
a apoptosis masiva de queratocitos o probablemente a que
no hay unarespuesta adecuada por parte de los mismos para
restaurar lacantidad de proteogl ucanos necesario paraman-
tener la arquitectura normal de las fibras de colageno 'y por
otro lado a no haber proteinas centrales de lumicano, las
mol éculas de GAGs no tienen un sitio de adhesi én paracum-
plir conlafuncién de aportar as molécul as sulfatadasy man-
tener la carga negativa global necesaria para la hidratacion
adecuada del estroma.’#

L os efectos disfuncional es ocasionados por alteraciones
de la molécula del lumicano pueden ser acompariados por
alteraciones en los niveles de expresion de queratan sulfato
otro proteoglucano presente en el estroma corneal y que
ocupa el segundo lugar en el aporte de cadenas de GAGs
necesarios pararegular diametros de fibras de colagenoy la
hidratacion corneal, como se ha demostrado en corneas de
ratones, laexpresion del gen del queratén sulfato esdirecta
mente proporcional alaexpresién del gen del lumicano.?

Otramecanismo probabl e de opacidad corneal posterior a
crosslinking probablemente se deba ala produccién de mo-
Iéculas de lumicano no glucosilado y, por lo tanto, carentes
de moléculas de sulfato como menciona Winston W.-Y.
Kao.1°

Conclusiones

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