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Relevancia: La microscopia Brillouin representa un avance significativo en el estudio de la biomecanica corneal,
al ofrecer un andlisis tridimensional y no invasivo de la viscoelasticidad del tejido, con aplicaciones diagnésticas
prometedoras.

Resumen: El estudio de la biomecanica corneal permite la deteccién de alteraciones en la estructura de la
cornea facilitando el diagnéstico de patologias como el queratocono y otras ectasias. Las técnicas de aplanacion
forzada son ampliamente utilizadas, pero no permiten calcular la elasticidad del tejido. El reciente desarrollo
de la microscopia Brillouin (MB) permite estimar la viscoelasticidad del tejido corneal mediante el cambio de
frecuencia de la luz que lo atraviesa, obteniéndose un mapa tridimensional de toda la cérnea sin contacto directo.

Otras aplicaciones de esta tecnologia abarcan desde el diagnéstico de distrofias corneales a la evaluacién post
cirugia refractiva corneal. Sin embargo, las fluctuaciones de su precision en funcion del estado de hidratacion de la
cornea y el tiempo requerido para su uso suponen las principales limitaciones de este método. Una combinacién
de tomografia de coherencia éptica y MB parece orientar el futuro de la investigacion de la biomecdanica corneal.

Esta revision bibliografica pretende proporcionar una recopilacion de las principales funciones de esta técnica en
el ambito de la oftalmologia y la optometria clinica. Para ello, se identificaron 681 estudios, siendo seleccionados
211 documentos correspondientes a los cinco ultimos anos, de los cuales 183 pertenecian a articulos cientificos,
27 a revisiones y 1 a revisién sistemadtica, utilizando los buscadores y bases de datos Cochrane, Scopus, PubMed,
Dialnet, SciELO y Web of Science, con palabras clave como “Brillouin microscopy”, “Brillouin spectroscopy’, “corneal

biomechanics’, “mechanical anisotropy” y “corneal cross-linking”. Finalmente, de los articulos seleccionados se
recopilaron 24 que comprendian los aspectos mas relevantes para la elaboracién de este trabajo.

Palabras clave: Biomecanica corneal, Microscopia Brillouin, Queratocono.

Relevance: Brillouin microscopy represents a major advance in the investigation of corneal biomechanics, enabling
three-dimensional, non-invasive assessment of tissue viscoelasticity and showing considerable potential for
diagnostic applications.

Abstract:The study of corneal biomechanics enables the detection of structural alterationsin the cornea, facilitating the
diagnosis of pathologies such as keratoconus and other ectatic disorders. Forced-applanation techniques are widely
used; however, they do not allow for the direct assessment of tissue elasticity. The recent development of Brillouin
microscopy (BM) providesameansto estimate the viscoelastic properties of corneal tissue by detecting frequency shifts
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in light as it traverses the cornea, thereby generating a three-dimensional, non-contact map of the entire structure.

Beyond its application in ectasia detection, this technology has also been investigated for the diagnosis
of corneal dystrophies and the evaluation of post-refractive surgical outcomes. Nevertheless, variations
in measurement accuracy due to corneal hydration status, as well as the time required for data
acquisition, remain key limitations. A multimodal approach combining optical coherence tomography
with BM appears to represent a promising direction for future research in corneal biomechanics.

The aim of this literature review is to provide a comprehensive overview of the main applications of this technique
in the fields of ophthalmology and clinical optometry. A total of 681 studies were initially identified, of which 211
documents published within the last five years were selected: 183 original research articles, 27 narrative reviews,
and 1 systematic review. The databases consulted included Cochrane, Scopus, PubMed, Dialnet, SciELO, and Web
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of Science. Search strategies employed keywords such as “Brillouin microscopy;
mechanical anisotropy,” and “corneal cross-linking.” Ultimately, 24 of the selected articles were

"o

biomechanics,

d "

“Brillouin spectroscopy,” “corneal

analyzed in detail, covering the most relevant aspects for the preparation of this paper.
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INTRODUCCION

La cérnea es un componente crucial de la
potencia Optica total del ojo, ya que actia como
superficie refractiva primaria junto con la pelicula
lagrimal. Las anomalias o alteraciones en su morfologia
pueden causar profundos efectos en la formacién de
la imagen 6ptica. Los glicosaminoglicanos (GAG) vy
los proteoglicanos (PG) de la matriz extracelular, asi
como las ldminas de colageno del estroma, confieren
a la cérnea cualidades viscoelasticas. De este modo, la
cornea es capaz de absorber y disipar energia en forma
de calor cuando se deforma en respuesta a una carga
externa (1).

Las propiedades biomecanicas de la cdrnea
permiten cuantificar su viscoelasticidad y, por tanto,
su implicacién en la adaptaciéon de lentes de contacto
de ortoqueratologia (2), en la prediccién de resultados
quirdrgicos y en el diagndstico de enfermedades
como el queratocono y otras ectasias. Las principales
propiedades son la histéresis corneal (HC), que describe
la capacidad de amortiguacién viscosa de la cornea, y
el factor de resistencia corneal (FRC), un indicador de la
resistencia global de la cérnea (1).

Durante las ultimas décadas, la colaboracién
interdisciplinaria entre investigadores en ingenieria
6ptica, modelado biomecanico analitico e investigacion
clinica ha permitido ampliar nuestro conocimiento
sobre la biomecanica corneal (2,3). Asi pues, para su
medicién pueden utilizarse varios métodos in vivo. El
mas utilizado en la préctica clinica es el Ocular Response
Analyzer® (ORA) (Reichert, Depew, NY), una tonometria

de aplanacién bidireccional que utiliza un haz infrarrojo
para registrar los cambios en un érea central de 3 mm
de la cérnea producidos por un soplo de aire sobre
la misma (4). Sin embargo, presenta limitaciones, ya
que puede no detectar cualquier irregularidad mas
periférica, y aquellas de la superficie central pueden
causar dispersion de la luz que distorsione la forma de la
onda especular, haciendo que el instrumento confunda
la respuesta tisular con una respuesta superficial (1).

Otro método unidimensional basado en la
tonometria de aire es el Corvis ST® (Oculus, Wetzlar,
Alemania), que ofrece un mayor nivel de detalle sobre
la respuesta corneal mediante el uso de imagenes
Scheimpflug de alta velocidad, y proporciona un valor
denominado indice biomecanico corneal (IBC) que
mejora la deteccion del queratocono. Sin embargo, al
igual que el ORA, no mide la elasticidad corneal y carece
de la capacidad de cartografiar tridimensionalmente la
cornea (1).

Existen otros métodos como la elastometria
de ondas superficiales por ultrasonidos (EOSU), la
elastografia de coherencia éptica (ECO) y la elastografia
por resonancia magnética (ERM), pero su aplicacion a
la cartografia de la superficie corneal es escasa debido
a la falta de resolucién adecuada y a la dificultad para
determinar los limites de las lesiones corneales (1). Pese
alos avances en la tecnologia, como con la aparicion de
la tomografia de coherencia 6ptica de alta resolucion
(UHR-OCT) de 1 a 4 um (5), debido a la necesidad
de mejorar la sensibilidad de estos instrumentos y
solventar sus limitaciones con la biomecanica corneal,
la aplicacién de la MB supone una alternativa de interés
que merece un estudio detallado.
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DISCUSION

Microscopia Brillouin

El fisico francés Léon Brillouin (1889 — 1964) descubrid
por primera vez en 1922 el concepto de ondas
luminosas que interactian con las ondas naturales
dentro de un material. El campo de la MB se establecio
hace aproximadamente 20 afos, gracias al desarrollo de
espectrometros 6pticos de alta resolucién sin barrido.
Se basa en el principio de dispersién de luz Brillouin
(DLB), un proceso de dispersion ineldstica en el que
la luz interactia con ondas acusticas de gigahercios
a una frecuencia dada. Debido a esta interaccion, la
frecuencia de la luz dispersa sufre un desplazamiento
de exactamente la frecuencia acustica QB. La deteccion
de dicho desplazamiento de frecuencia, denominado
desplazamiento de frecuencia de Brillouin (DFB),
y su forma de linea espectral puede proporcionar
informacion valiosa sobre las propiedades viscoelasticas
locales de las muestras bioldgicas (6).

Como método sin contacto, la MB es adecuada para
la obtencién de imagenes 3D in vivo e in situ de una
amplia gama de sistemas bioldgicos, que pueden
representar las estructuras de la muestra y ayudar a
caracterizar la morfologia tisular. Estos logros hacen
de la MB una técnica prometedora en aplicaciones
como el diagnéstico biomédico, la ingenieria de
tejidos y la caracterizacion de materiales (6). Una de sus
peculiaridades reside en la resolucion espacial efectiva
de las imdgenes mecdnicas ya que, a diferencia de la
microscopia 6ptica de campo lejano, donde el limite de
difraccién de Abbe define las resoluciones espaciales
longitudinales y transversales alcanzables cuando se
conoce la configuracién dptica, en la espectroscopia
Brillouin la luz interactua con fotones acusticos y, como
resultado, la onda luminosa cambia de frecuencia o nivel
de energia por pérdida o ganancia de energia foténica a
través de un proceso llamado formacién o absorcion de
cuasiparticulas (1,6).

Segun la naturaleza de la muestra bioldgica y la
aplicacion prevista, la configuracion de la MB puede
basarse en una sola fuente laser, como en la MB
espontanea, o en multiples laseres, como en la MB
estimulada. En aplicaciones biomédicas se utilizan
técnicas de dispersion espontanea de Brillouin, como
la microscopia confocal, en la que la espectroscopia
Brillouin se basa en la interferometria de barrido de
etalon Fabry-Pérot para describir células vivas, fibras
de colageno, hidrogeles, biopeliculas, la cérnea y el
cristalino (6).

Para lograr mediciones de MB de alta calidad, se deben

considerar: la longitud de onda del laser, la potencia, el
ancho de banda espectral y las caracteristicas de ruido.

En particular, se busca que las longitudes de onda
dentro de la regién de transparencia biolégica (650
- 800 nm) sean ideales para evitar dafar la muestra.
Ademas, cabe destacar que las senales de Brillouin
son intrinsecamente débiles y requieren de un filtrado
adicional de banda de Rayleigh para ser detectadas (6).
Asimismo, se han desarrollado diferentes estrategias
con seguimiento de movimiento in vivo para corregir
los perfiles Brillouin desordenados a causa de artefactos
provocados por el movimiento del paciente (7).

Aplicaciones

La principal aplicacién de la MB es en el campo de la
oftalmologia, especialmente en la caracterizaciéon de
la biomecéanica corneal para el queratocono y otras
ectasias que cursan clinicamente con unadelgazamiento
y aumento de curvatura de la cérnea. Las cérneas
sanas son mecanicamente fuertes gracias a las fibras
de colageno estromal densamente empaquetadas
que mantienen la forma bajo la accién de la presion
intraocular (P10) hacia fuera. Por el contrario, las cérneas
con ectasia presentan una organizacién del colageno
alterada y un nimero reducido de entrecruzamiento de
sus fibras que constituye un debilitamiento focal.

La MB representa un método excepcionalmente capaz
de medir la pérdida de resistencia mecanica en estas
corneas in vivo (6), con una probable independencia a
los cambios de la PIO, asi como a la hora de distinguir
entre queratocono subclinico o precoz y queratocono
normal, y monitorizar su progresion, resultando incluso
mejor que cualquier métrica clinica de tomografia
corneal como la de Scheimpflug (8 -11), lo que es de
vital importancia para identificar cdrneas con riesgo
de complicaciones postoperatorias como la ectasia
iatrogénica tras cirugia refractiva laser (12).

El cross-linking corneal es el Unico tratamiento
aprobado médicamente para mejorar las propiedades
biomecanicas de la cdrnea y preservar su transparencia.
Consiste en la interaccion de riboflavina con luz
ultravioleta A (UVA) a una longitud de onda de 365
nm, lo que induce la generacién de especies reactivas
de oxigeno y promueve la creacién de nuevos enlaces
cruzados de fibras de coldgeno de la cérnea mejorando
asi su rigidez. Mediante la microscopia tridimensional
Brillouin, investigaciones recientes han estudiado los
cambios de las propiedades biomecdnicas tras cross-
linking corneal en comparacién con los de un laser de
femtosegundo en el infrarrojo cercano, demostrando
resultados muy similares, por lo que el Iaser supone una
alternativa prometedora ya que permite reducir el riesgo
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de dano endotelial (13). La MB ha permitido demostrar
incluso que el cross-linking realizado sobre el colgajo
LASIK en ectasias iatrogénicas genera un efecto de
rigidez significativamente mayor que el aplicado bajo el
colgajo tras la elevacion del mismo (14). En este sentido,
esta técnica ofrece, ademas, una mejor evaluacion de la
eficacia a largo plazo de estos procedimientos, debido
a su sensibilidad a la anisotropia mecanica del estroma,
incluso en cérneas altamente hidratadas (14-18).

La hidratacion no afecta Unicamente a la transparencia,
sino también a su moédulo eldstico ya que, cuanto
mas hidratado esté el tejido corneal, menor serd su
modulo eldstico, lo que puede deberse a una alteraciéon
de la unién del colageno a los PG y/o GAG basada
en su interaccidon idénica (19). Estudios recientes han
establecido que los cambios de frecuencia Brillouin
estdn modulados por la concentraciéon de agua, por
lo que la MB también puede resultar beneficiosa para
comprender el papel que desempenfa la dinamica de
fluidos en diferentes trastornos corneales como la
Distrofia Endotelial de Fuchs, asi como posiblemente
para monitorizar los injertos corneales después de una
queratoplastia endotelial con membrana de Descemet
(DMEK) (20).

Otra aplicaciéon prometedora de la MB esta relacionada
con la presbicia causada por el endurecimiento del
cristalino. La pérdida de la acomodacién con la edad
se compensa fundamentalmente con gafas o lentes de
contacto, pero éstas no permiten restaurar la amplitud
acomodativa, lo que ha llevado recientemente a un
gran esfuerzo para desarrollar farmacos que se dirijan
a la biomecaénica del cristalino. En este sentido, la MB
ha demostrado la capacidad de medir los cambios
relevantes que ocurren en el cristalino y, por tanto,
puede representar una herramienta fundamental para
el desarrollo de farmacos en estudio (6, 21). Y mas alla
de los cambios estructurales debidos a la edad, la MB ha
resultado también un método eficaz para la evaluacion
de los efectos a largo plazo de la lente de coldmero
implantable (ICL) sobre las propiedades biomecanicas y
morfoldgicas del cristalino, concluyendo que no se ven
alteradas significativamente (22).

Los avances en la espectroscopia Brillouin han
facilitado incluso la investigacion no destructiva de las
propiedades biomecanicas de la retina que pueden
verse afectadas por diversas enfermedades, lo que ha
supuesto un reto, debido a su fragilidad y ubicaciéon
dentro del globo ocular. Asi pues, la MB puede utilizarse
para caracterizar la distribucién de larigidez de las capas
de la retina y para diferenciar el tejido en diferentes
condiciones segun sus propiedades biomecanicas (23).

Ventajas y limitaciones
Ademas de su alta repetibilidad (24), la mayor ventaja de
la MB, que comparte con otras técnicas de elastografia
Optica, es que se trata de una técnica que permite la
exploracion cuantitativa de las propiedades de los
materiales dentro de las células, tejidos y organismos.
Pero, mientras que la MB aprovecha las fluctuaciones de
densidad inherentes impulsadas térmicamente, otros
métodos de elastografia Optica aplican externamente
una deformacién conocida a frecuencias dadas, lo
cual tiene consecuencias importantes. La opciéon de
elegir las frecuencias de excitacion significa que la
respuesta mecéanica puede evaluarse en modo de
cizallamiento y en escalas de tiempo mas cercanas a las
comunmente utilizadas en técnicas no 6pticas, como
la nanoindentacion (0,1 — 10 kHz), que esta lejos de las
frecuencias de gigahercios relevantes en la MB, que se
traducen en una mayor resolucién espacial subcelular,
mientras que otras técnicas 6pticas a menudo tienen
dificultades para logar una resoluciéon incluso celular (6).

No obstante, el excesivo tiempo de adquisicién, en
comparacidén con otras técnicas de microscopia, su coste
y su tamano, constituyen un obstaculo importante para
su adopcion generalizada en la practica clinica.

CONCLUSIONES

Con futuros avances que refuercen sus
principales aplicaciones y solventen sus retos mas
importantes, como el elevado coste y el tiempo de
adquisiciondelasimagenes,seesperaquelaMBintegrada
con inteligencia artificial permita generar protocolos
para el diagndstico, tratamiento y seguimiento de
diversos trastornos, no solo del segmento anterior
del ojo, mediante la evaluacién de las propiedades
viscoelasticas de la cérnea, cruciales para comprender
afecciones como el queratocono y para evaluar la
viabilidad de la adaptacion de ortoqueratologia y los
resultados de las cirugias refractivas, sino también de
estructuras mas internas de importante relevancia para
la funcidn visual, como el cristalino y la retina. Todo ello
convierte a la MB en una tecnologia muy prometedora
para la oftalmologia y la optometria clinica.
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ABREVIATURAS

- DLB: Dispersion de Luz Brillouin

- DMEK: Descemet Membrane
Endothelial Keratoplasty

- DFB: Desplazamiento de Frecuencia
de Brillouin

- ECO: Elastografia de Coherencia
Optica

- EOSU: Elastometria de Ondas
Superficiales por Ultrasonidos

- ERM: Elastografia por Resonancia
Magnética

- FRC: Factor de Resistencia Corneal
- GAG: Glicosaminoglicanos
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