REGENERADOR CELULAR OCULAR
Composicion:

Aloe Barbadensis Miller:

Previene y corrige la sequedad

* Protege el epitelio de la superficie ocular

» Combate la conjuntivitis, los orzuelos y la queratitis.
* Relaja la vista.

Colageno hidrolizado:
Favorece el rejuvenecimiento celular y la recuperacion de los tejidos.
* Previene y corrige la fatiga visual

Clorofila:
Poderoso nutriente que favorece la hidratacion y el descanso visual.
* Refresca los ojos.

Carotenoides, Luteina y Zeaxantina:
Evita la formacion de radicales libres causantes de danos en las membranas.

Presentacion: Frasco y gotero x10mL

RCO (Regenerador Celular ocular) es una lagrima artificial con cuatro ingredientes
altamente humectantes entre los que existe una sinergia.

Ayuda reforzando las propiedades viscoelasticas del acido hialurénico (mayor
viscosidad en reposo (0jo abierto) y menor cuando entran en juego fuerzas de
cizallamiento (parpadeo)

La presencia de un segundo humectante derivado de la celulosa, cuyas moléculas se
"entrelazan" con las del acido hialurénico, trae consigo un incremento de la viscosidad
del producto cuando el ojo esta abierto. Esto implica un aumento del tiempo de
permanencia en el ojo.

Por otra parte, la baja viscosidad de la formulacion en el parpadeo permanece
constante. La consecuencia es que, a pesar de la presencia de dos humectantes, el
producto no ocasiona vision borrosa.

El 4cido hialuronico es un polimero natural que produce también nuestro propio cuerpo.
Esta presente en los cartilagos, el tejido conectivo, el cristalino y el humor vitreo y posee
propiedades humectantes y regenerantes.



La hidroxietilcelulosa es un agente gelificante derivado de la celulosa, un polimero
natural. Se emplea frecuentemente tanto en formulacion magistral como en la
fabricacion de lagrimas artificiales. Origina geles con alta estabilidad y Optima
compatibilidad.

Proporciona alivio duradero a las personas que padecen sequedad ocular moderada-
severa y no provoca vision borrosa. Es muy comoda de utilizar y se puede usar tanto
de dia como de noche.

La insuficiencia limbica se produce cuando ocurre una pérdida parcial o total de estas
células madre limbocorneales. Este cuadro lleva a una opacificacion corneal con la
consiguiente pérdida de vision. En estos casos, el trasplante corneal supone
unicamente un reemplazo temporal del epitelio corneal; es necesario llevar a cabo un
tratamiento previo con trasplante de limbo autdlogo o alogénico, que permita regenerar
la poblacion de células limbocorneales dafiadas. Para disminuir el riesgo que supone el
trasplante de limbo en el ojo donante, se han propuesto técnicas de cultivo de células
limbocorneales a partir de pequerias biopsias limbocorneales

La cornea es un tejido transparente constituido microscépicamente por 5 capas bien
diferenciadas. El epitelio corneal es esencial para la transparencia corneal y se
encuentra en continua renovacion a lo largo de la vida a partir de la poblacion de células
madre limbo corneales
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Figura 1. Imagen histologica de cdrnea normal (200x): epitelio corneal estratificado y membrana de
Bowman (A), estroma (B), membrana de Descemet (C) y endotelio (D).



— Una capa unica de células columnares basales que se unen mediante
hemidesmosomas a la membrana basal epitelial. Representan la capa germinativa del
epitelio ya que son las unicas células epiteliales que tienen capacidad de dividirse por
mitosis.

— Dos o tres filas de células que tienen finas extensiones en forma de alas. En su
periferia se unen por uniones tipo desmosoma y tipo GAP.

— Dos capas de células de superficie alargadas y delgadas unidas por puentes.
Después de un tiempo de vida de algunos dias las células superficiales se desprenden
a la pelicula lagrimal. Debido a su excelente capacidad de regeneracion, el epitelio no
se escarifica.

La capa de Bowman es una estructura acelular que representa la capa superficial del
estroma. Esta formada por fibras de colageno organizadas al azar. Esta capa no se
regenera cuando se dana.

El estroma ocupa alrededor del 90% del grosor de la coérnea y esta compuesto
principalmente por capas de fibrillas de colageno orientadas de forma regular. La
separacion entre las capas es mantenida por una sustancia fundamental de
proteoglicanos con un sincitio de fibroblastos modificados (queratocitos) intercalados
entre las capas. Los axones nerviosos y sus células de Schwann asociadas se
encuentran en el tercio medio anterior del estroma.

El colageno constituye aproximadamente el 71% del peso seco de la cornea vy la
macromolécula estructural que proporciona la transparencia tisular asi como la
resistencia mecanica a la PIO. El colageno tipo 1 es el que predomina.

Los queratocitos ocupan el 3-5% del volumen estromal. Su funcién consiste en
mantener las fibras de colageno y la matriz extracelular mediante una actividad de
sintesis constante.

La membrana de Descemet es la lamina basal gruesa segregada por el endotelio. Esta
compuesta por un fino enrejado de fibrillas de colageno. Consta de 2 capas, una zona
estriada anterior, y una zona no estriada posterior, que esta producida por el endotelio
a lo largo de la vida.

El endotelio corneal se deriva de la cresta neural y consta de una unica capa de células
hexagonales. Desempena una funcion vital en el mantenimiento de la turgencia de la
cornea. Con la edad, el numero de células endoteliales desciende gradualmente por lo
que, debido a que no pueden regenerarse, las células vecinas han de progresar para
llenar el espacio.

En el nacimiento, la densidad celular oscila entre 3.500 y 4.000 células/mm?, mientras
que la coérnea del adulto tiene densidades entre 1.400 a 2.500 células/mm?. Cuando



las células endoteliales estan sometidas a estres, especialmente si se pierden algunas
células, las células restantes pierden su forma hexagonal y se vuelven irregulares en
forma (pleomorfismo) y en tamano. Estos cambios pueden ocurrir con la edad, tras
traumatismos y con el uso prolongado de lentes de contacto.

Desde un punto de vista clinico, es importante destacar que el endotelio corneal es
funcionalmente esencial para la cornea. Es una capa fragil cuya integridad y viabilidad
deben ser garantizadas para asegurar el éxito de cualquier proceso intraocular.

Recientemente se ha estudiado la capacidad de autorrenovacion de los precursores
del endotelio corneal en conejos y se ha visto como el endotelio periférico contiene mas
precursores y tiene una mayor capacidad de autorregeneracion que el endotelio
central.

Una de las propiedades del endotelio corneal es su impermeabilidad a las sustancias
hidrosolubles. La ruptura de esta barrera supone la penetracion de moléculas que
pueden afectar al medio intraocular dafiando los tejidos corneales.

La superficie ocular esta compuesta por tres epitelios distintos: corneal, limbar y
conjuntival. Son todos ellos epitelios estratificados, escamosos y no queratinizados
procedentes de la superficie ectodérmica. Sin embargo, difieren en sus caracteristicas
y sus funciones. Estas diferencias estan reflejadas en sus patrones unicos de expresion
genética.

Epitelio conjuntival

El epitelio conjuntival es un epitelio estratificado escamoso no queratinizado al igual
que el epitelio corneal pero contiene células caliciformes secretoras de mucina que
contribuyen a mantener la capa lagrimal de la superficie ocular y que se encuentran
intercaladas entre células epiteliales

Esta muy bien vascularizado. Las diferencias entre los fenotipos epiteliales conjuntival
y corneal se basa en la expresion de diferentes queratinas, mucinas y glicocalix. Las
citoqueratinas caracteristicas del epitelio no queratinizado estratificado (CK4 y 13), y
simple (CK8 y 19), se expresan en las capas superficiales del epitelio conjuntival. Sus
células precursoras se localizan en el fornix conjuntival y la unién mucocutanea. Las
células progenitoras del fornix tienen gran capacidad proliferativa, mucho mayor que
las células localizadas en las regiones bulbar y palpebral. La union mucocutanea de la
conjuntiva palpebral en conejos parece ser la principal fuente de células TAC (Transient
Amplifying Cells) en continua replicacion. Estas células migran hacia el fornix para
regenerar las células maduras que se pierden de forma continua. Las células madre
tienden a localizarse en areas de mayor grosor del epitelio asi como en zonas de mayor
pigmentacion. Se ha demostrado que las células progenitoras del epitelio conjuntival



son bipotenciales, es decir, son células precursoras tanto de células caliciformes como
de células no-caliciformes. La diferenciacion de las células caliciformes, sin embargo,
parece requerir un medio ambiente estromal mas especifico, como demuestran
algunos estudios sobre el cultivo de células epiteliales conjuntivales de ratdon sobre
membrana amnidtica. Los epitelios corneal y conjuntival son continuos y componen la
superficie ocular. Sin embargo, sus perfiles de expresion genética son bastante
diferentes.

Epitelio limbar

El epitelio limbar es la zona transicional entre los epitelios corneal y conjuntival.
Morfologicamente es diferente de la cornea en que posee células de Langerhans y
melanocitos y de la conjuntiva en que carece de células caliciformes. El epitelio limbar
se encuentra sobre un estroma altamente vascularizado, de donde le llega el aporte
sanguineo. Los vasos sanguineos forman parte de las empalizadas de Vogt (Fig. 3), que
permiten una aproximacion entre los vasos sanguineos y el epitelio, proporcionandole
altos niveles de nutricion y citoquinas. Estas citoquinas tienen un papel importante en
el mantenimiento de las células madre limbares y tienen 3 patrones de expresion, las
citoquinas tipo I, Iy lII.

Figura 3. Empalizadas de Vogt.

La preservacion de las células madre limbocorneales parece depender de las
condiciones ambientales. Su regeneracion requiere unas condiciones especificas que
solo se encuentran en el nicho de localizacion de estas células madre. Fuera de estas
condiciones, las células madre proliferan desarrollando una expresion gradual de
diferentes marcadores celulares. Durante la diferenciacion, se van expresando nuevos
genes a la vez que se suprimen otros previamente expresados. Los estados
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intermedios presentan una gran capacidad proliferativa. Tras un numero de
replicaciones, esta capacidad va disminuyendo hasta alcanzar la diferenciacion
terminal. Llegado un momento, las células TAC cesan sus mitosis y entran en el
compartimento no proliferativo, pasando a la diferenciacion celular terminal. El
esquema de diferenciacion seguido es de stem cells a células TAC y a células
diferenciadas. La capa basal del epitelio limbar contiene tanto células madre como
células TAC, asi como los precursores tempranos que pueden existir entre ambos tipos
celulares.

El epitelio corneal esta constituido por una jerarquia de células TAC, aquellas
localizadas en la periferia con capacidad de multiples divisiones y las células TAC de la
cornea central con capaces de dividirse tan solo una vez. El hecho de que las células
TAC de la cornea central tengan una escasa capacidad de replicacion concuerda con
los estudios que muestran que las células de la cornea central constituyen colonias
terminales que no pueden ser cultivadas mas de dos veces. La transicion de células
madre a células TAC no puede ser identificada con marcadores quimicos. La
localizacion anatdmica de las células madre puede ser identificada por las empalizadas
de Vogt (Fig.3), que estan pigmentadas, y se encuentran en el margen de la cérnea clara.

Parece que las celulas madre limbocorneales no se encuentran en igual proporcion en
los distintos cuadrantes, siendo su proporcion mayor en la cornea superior e inferior en
comparacion con los cuadrantes temporal y nasal. El marcador molecular DNp esta
altamente expresado en el epitelio limbar. Otros marcadores negativos, como la
conexina, también se usan para identificar las células basales del limbo mas
inmaduras. Una serie de rasgos anatomicos, como la presencia de melanocitos,
sugieren la existencia de este nicho de células madre necesario para la supervivencia
de estas células madre durante el ciclo celular. Parece que existe otra poblacion celular
(Side Population) en el epitelio limbar, que también expresa la proteina ABCG2, al igual
que las células madre hematopoyéticas de la médula osea.

Células madre - Limbocorneales

Las ceélulas madre son una pequefa subpoblacion del total de los tejidos,
caracterizadas por una rapida y continua renovacion celular. Las células diferenciadas
son células con un ciclo de vida corto que se regeneran por medio de la proliferacion
de la subpoblacion de células madre. Las células madre fueron definidas por Potten y
Loeffler como células indiferenciadas capaces de proliferar, automantenerse, dar lugar
a una gran progenie celular diferenciada, regenerar los tejidos tras un dafo y poseer
gran flexibilidad en cada una de estas capacidades. Las caracteristicas principales de
las células madre son el estar pobremente diferenciadas con un citoplasma primitivo,
el tener una alta capacidad de autorrenovacion sin errores, una larga esperanza de
vida, un ciclo celular largo y el ser capaces de llevar a cabo divisiones simétricas o
asimétricas, activandose su proliferacion por la cicatrizacion o por su puesta en cultivo.
Por definicion, las células madre estan presentes en todos los tejidos autorrenovables
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con un alto grado de diferenciacion celular. Estas células permanecen relativamente
quiescentes, pero tienen un gran potencial para la division celular clonogénica y son
responsables de la proliferacion y la diferenciacion celulares. Las células madre pueden
llevar a cabo divisiones celulares asimétricas, es decir, originando una célula hija que
permanece indiferenciada y otra célula hija destinada a la diferenciacion y division
celular, las células amplificadoras transitorias o células TAC. Estas células, por mitosis,
aumentan el numero de células, diferenciandose en células postmitoticas. Las células
madre y las células TAC constituyen el compartimento proliferativo del tejido,
diferenciandose en su ciclo vital y en la actividad mitotica. Las ceélulas TAC tienen un
potencial proliferativo limitado, se dividen con mas frecuencia y dan lugar a células
diferenciadas incapaces de dividirse. Las células madre de muchos tejidos estan
siendo estudiadas como tratamiento de enfermedades degenerativas intratables de
ninguna otra forma. Schermer y col determinaron la localizacion limbar de estas células
madre limbocorneales a partir de un estudio sobre la expresion de la keratina corneal
de 64kD. También sugirieron que las células TAC estan localizadas en la capa basal
corneal y las células postmitoticas en las capas suprabasales. Conforme las células
madre limbocorneales van migrando desde el limbo al centro de la cérnea, se van
diferenciando en células epiteliales corneales maduras o diferenciadas. Se han
estudiado diversos genes, como el gen de la involucrina humano, que pueden estar
implicados en la regulacion de los cambios que ocurren durante esta diferenciacion de
células madre limbocorneales a células TAC. Actualmente, la localizacion limbar de las
células madre del epitelio corneal se basa en varios datos:

— La ausencia de marcadores especificos del epitelio corneal diferenciado, como son
las citoqueratinas 3y 12.

— La presencia de células de ciclo lento en el epitelio limbar basal, con una gran
capacidad proliferativa en cultivo.

— La cicatrizacion corneal anormal con conjuntivalizacion, vascularizacion e inflamacion
cronica en casos de dano parcial o completo del epitelio limbar.

— La utilizacion de las células limbares en la reconstruccion del epitelio corneal de
pacientes con insuficiencia limbica.

Existe una hipotesis propuesta por Thoft y col que explica la renovacion del epitelio
corneal por medio de tres ejes (Fig. 4): €l X, que consiste en la proliferacion de las células
basales, el Y, que consiste en la proliferacion y migracion centripeta de las células
limbaresy el Z, que consiste en la pérdida de células epiteliales de la superficie corneal.
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X. Proliferacion de células basales
Y. Movimiento centripeto de las células
Z. Perdida celular de la superficie
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Figura 4. Representacion grafica de los tres ejes descritos en la hipotesis de Thoft.

El mantenimiento del epitelio corneal, por tanto, puede definirse por medio de la
ecuacion: X +Y = Z (rig.4), la cual epresenta como, para mantener el epitelio corneal,
la pérdida celular debe estar en equilibrio con el reemplazo celular. El componente Y
es un movimiento celular centripeto que ocurre incluso en ausencia de un defecto
agudo. Es importante no confundir Y con otro fenémeno, el movimiento rapido de las
células periféricas en respuesta a un defecto central agudo. Utilizando esta hipoétesis
X, Yy Z es posible clasificar tanto las enfermedades como los tratamientos segun el
componente especifico implicado (X, Y o Z).

El epitelio conjuntival, sin embargo, es un epitelio autorrenovable con un gran recambio
celular, cuyas células madre van diferenciandose en células epiteliales a lo largo de la
vida. Su localizacion ha sido muy controvertida, pero los estudios clinicos sefialan que
las células madre conjuntivales se localizan en el férnix y/o en la conjuntiva bulbar. Las
técnicas para determinar la localizacion de estas células se basa en la determinacion
de células de ciclo lento mediante el marcaje del DNA mitético, en la estimulacion
mitotica, en la capacidad proliferativa de las células aisladas en cultivo y en la definicion
del origen del movimiento celular. Existen estudios que han analizado la distribucion de
las células madre epiteliales en la conjuntiva bulbar mediante los movimientos
homeostaticos y las mitosis de las células epiteliales en esta zona. Se ha observado
que estas células epiteliales de la conjuntiva bulbar eran activas mitéticamente, pero
permanecian estacionarias, lo que indicaba su capacidad de autorregeneracion asi
como una distribucion uniforme de estas células madre en toda la conjuntiva bulbar.

Marcadores histolégicos de las células madre corneales

El objetivo funcional del epitelio limbocorneal es proporcionar una capa celular
intrinsecamente transparente, lisa, altamente hidrofilica, impermeable a la penetracion
de soluciones fisiologicas y que proteja del ataque de gérmenes patogenos. Estas
propiedades dependen de la adquisicion de ciertas caracteristicas asi como de la
organizacion celular de wuna variedad de componentes citoplasmaticos,
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citoesqueléticos y de membrana que se van adquiriendo conforme se va produciendo
la diferenciacion celular.

Los métodos para identificar las células madre limbocorneales son indirectos. Todavia
no se han establecido marcadores directos de las células madre limbocorneales pero
existen evidencias clinicas y experimentales de la localizacion de estas células madre
en la region limbar. Arpitha y col** sugirieron que las células madre limbocorneales
probablemente estén constituidas por un grupo de células pequefnas con un cociente
nucleo/citoplasma elevado y altos niveles de la proteina celular p63. Se han propuesto
una serie de marcadores celulares asociados a las células madre epiteliales de tejidos
oculares y no oculares. La proteina p63 parece tener un doble papel en la formacion
del epitelio, el iniciar la estratificacion epitelial durante el desarrollo y el mantener el
potencial proliferativo®. Los principales marcadores propuestos se clasifican en tres
grupos:

— Proteinas nucleares como el factor de transcripcion p63.

— Proteinas de la membrana celular de transmembrana, incluyendo integrinas (b1, a6,
etc), receptores (receptor del factor de crecimiento epidérmico o EGFR) vy
transportadores resistentes a farmacos como el ABCG2

— La expresion variable de keratinas en las células epiteliales permite la separacion de
las poblaciones celulares dentro del epitelio corneal segun su nivel de diferenciacion.
Las citoqueratinas 3 y 12 son marcadores de diferenciacion corneal. La citoqueratina
3 se expresa en el epitelio suprabasal del limbo y en el epitelio corneal completo, pero
no se expresa en el epitelio basal del limbo ni en la conjuntiva bulbar adyacente. El
epitelio basal limbar tampoco expresa la citoqueratina , que si se expresa en el epitelio
limbar suprabasal y en el epitelio corneal completo. La mayoria de células limbares
basales estan desprovistas de conexinas y proteinas de union gap. Las uniones gap
son un tipo de comunicacion especifica entre dos células formada por la agrupacion
local de canales intercelulares de poros grandes (unos 2 nm). Estos canales estan
constituidos por polipéptidos de tipo conexina, que son identificados segun su peso
molecular®. La falta de comunicacioén intercelular entre las células limbares basales
refleja la necesidad de un medio ambiente intracelular especifico para mantener su
indiferenciacion®. La membrana basal constituye un componente fundamental en los
estimulos exdgenos que controlan el crecimiento y la diferenciacion de las células
limbocorneales. La composicion de la membrana se ve directamente afectada por la
actividad secretora de las células epiteliales que se apoyan en ella.

Chen y col?® estudiaron los marcadores de los epitelios corneal y limbar con
inmunohistoquimica, PCR (Polymerase Chain Reaction) e hibridacionin situ.
Observaron como el p63, una proteina nuclear, se detectaba en el nucleo de la capa
basal del epitelio limbar, pero no en la mayoria de las células epiteliales corneales ni de
la capa suprabasal limbar. Este marcador es indicativo de una alta capacidad



proliferativa. Kawakita y col no observaron la expresion de p63 en las células basales y
en algunas células suprabasales de la cornea normal del conejo. Experimentos in vitro
muestran como las células madre producen altos niveles de p63 mientras que las
células TAC no producen niveles detectables de p63 con técnicas de Western blot.
También se ha demostrado como el ABCG2, proteina transportadora, se encuentra en
la membrana celular y en el citoplasma de la mayoria de las células basales del epitelio
limbar, expresandose primariamente el gen ABCG2 en las células basales limbares:
lgualmente se ha comprobado una alta expresion de integrina a9. También se
encontraron otros marcadores, aungue no de forma exclusiva, en esta capa basal del
epitelio limbar, como con los marcadores anteriores. Estos son la integrina b1, el EGFR
y la citoqueratina 19, que se expresan también en todas las capas del epitelio corneal.
Por ultimo, también se ha observado como ciertos marcadores no se expresaban o se
expresaban minimamente en el epitelio basal limbar; son la conexina, las citoqueratinas
3y 12, la nestina, la caderina E y la involucrina. Algunos de estos marcadores son
especificos del epitelio corneal diferenciado. Se han encontrado en algunos estudios
células que coexpresan dos componentes de filamentos celulares intermedios, la
vimentina y la keratina. Sin embargo, todavia no esté claro si se trata de células madre
limbocorneales o de células TAC.

Insuficiencia limbica: diagndstico y caracterizacion

La insuficiencia limbica es la pérdida parcial o total de las células madre limbocorneales.
La etiologia de la insuficiencia limbica (IL) puede relacionarse con un microambiente
estromal insuficiente para mantener las funciones de las células madre corneales o, en
la mayoria de los casos, con factores externos que destruyen las células madre
limbares como agresiones quimicas o térmicas, radiaciones ultravioletas o ionizantes,
sindrome de Stevens-Johnson, penfigoide ocular cicatricial, cirugias, crioterapias,
utilizacion de lentes de contacto o infecciones microbianas. Incluso, se ha descrito el
desarrollo de una insuficiencia limbica completa como complicacion del tratamiento
con mitomicina C tépica. Otras veces, l0 que ocurre es una hipofuncion de estas
células, con una pérdida gradual de la funcién de las células limbocorneales debida a
un soporte estromal insuficiente. Esto ocurre en casos de aniridia, queratitis asociada
a trastornos endocrinos, queratopatia neurotrofica, inflamaciones limbares crénicas o
causas idiopaticas.

La destruccion parcial o completa del epitelio limbar lleva a una cicatrizacion anormal
del epitelio corneal, dando lugar a una serie de signos clinicos. Los principales signos
son la invasion del epitelio conjuntival o conjuntivalizacion corneal, la vascularizacion y
la inflamacion cronica del estroma corneal. Otros signos son un reflejo corneal irregular,
una pérdida de las empalizadas de Vogt y una cornea de grosor variable. La
conjuntivalizacion corneal supone una pérdida del epitelio limbar como barrera entre
los epitelios corneal y conjuntival. En condiciones normales, la invasion corneal por
parte del epitelio conjuntival vecino es impedida por las células limbares. La
conjuntivalizacion corneal produce una tincion andmala con fluoresceina. Se trata de



una tincion tardia debido a que el epitelio conjuntival deja pasar la fluoresceina a
diferencia del epitelio corneal. Las células limbares se danan y el epitelio conjuntival
migra sobre el estroma corneal produciendo la conjuntivalizacion, que se acompana de
vascularizacion corneal (Fig. 5).

REGENERACION DE LA SUPERFICIE OCULAR: STEM CELLS/CELULAS MADRE Y TECNICAS RECONSTRUCTIVAS

cronica (B). tincidn tardia con fluoresceina (C) y presencia de células caliciformes en citolo-
gia de impresion (D).

Estas dos manifestaciones clinicas constituyen la definicién de insuficiencia limbica. La
asociacion entre ambos signos clinicos podria estar relacionada con la produccioén, por
parte del epitelio conjuntival, de factores que estimulan la inflamacion estromal y la
vascularizacion corneal. El tercer signo clinico que completa la triada de la insuficiencia
limbica es una cicatrizacion enlentecida asociada a erosiones corneales recurrentes.
Entre las posibles complicaciones se encuentran la cicatrizacion, calcificacion,
ulceracion, meelting y perforacion corneal.

Los sintomas clinicos son una disminucion de la agudeza visual, fotofobia, lagrimeo,
blefaroespasmo y episodios recurrentes de dolor junto con inflamacién y enrojecimiento
cronicos. Los signos tipicos de la insuficiencia limbica aguda son fundamentalmente la
desaparicion de las empalizadas de Vogty el defecto epitelial corneal total que
sobrepasa en 2 6 3 mm el limite limbocorneal. En la insuficiencia limbica cronica, sin
embargo, a la desaparicion completa de las empalizadas de Vogt se le afiaden la
neovascularizacion subepitelial desde el limbo, la queratitis puntata superficial y la
hiperpermeabilidad del epitelio que recubre la cornea.

Hay casos en los que, a pesar de aparecer signos clinicos indicativos de IL, no existe
una evidencia citologica de IL en la citologia de impresion. Se han postulado diversas
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causas para explicar esta situacion: puede que el dafio de las células limbocorneales
no sea lo suficientemente severo para destruir toda la poblacién celular, que la
insuficiencia limbica sea subclinica y empeore posteriormente, que la citologia de
impresion no sea lo suficientemente sensible o que algunos pacientes no manifiesten
la L.

La insuficiencia limbica puede presentarse de forma localizada (parcial) o difusa (total).
El diagnodstico de la insuficiencia limbica es muy importante y es determinante del
tratamiento a seguir. En estos pacientes, la queratoplastia lamelar y la queratoplastia
completa proporcionan soélo el reemplazo temporal del epitelio corneal del receptor
pero no reconstruyen la funcion limbar. Es necesario llevar a cabo el trasplante autélogo
o alogénico de limbo para conseguir la reconstruccion de la superficie corneal. Este
tratamiento puede combinarse con una queratoplastia simultanea o posterior.

Insuficiencia limbica parcial

En estos casos la insuficiencia limbica afecta sélo a parte del limbo. El diagnostico
también se basa en la pérdida de las empalizadas de Vogt, y, en algunos casos, en la
presencia de células caliciformes en la superficie corneal, observadas en la citologia de
impresion. Se ha demostrado como el trasplante de membrana amnidtica ayuda a la
regeneracion de la superficie corneal en casos de insuficiencia limbica parcial sin
necesidad de llevar a cabo un trasplante de células madre limbocorneales. Esto apoya
la teoria de que la membrana amnidética ayuda a preservar y expandir la poblacion de
células madre limbocorneales remanente en casos de insuficiencia limbica
parcial.Otros autores también han utilizado la traslocacion limbar ipsilateral en casos
de insuficiencia limbica parcial secundaria a causticacion por alcalis. Esta técnica
consiste en trasplantar una zona sana de tejido limbar superior a la zona causticada del
mismo 0jo, sin tener que recurrir al ojo contralateral.

Insuficiencia limbica completa

En la insuficiencia limbica completa (ILC), la afectacion ocurre en todo el limbo corneal.
La deteccion clinica de la ILC es importante porque estos pacientes son malos
candidatos para el trasplante de cornea convencional. La citologia de impresion es una
técnica sencilla, no invasiva, que se ha demostrado util en el diagnostico y
monitorizacion de la ILC. En estos pacientes, se ha propuesto como alternativa a la
queratoplastia convencional el trasplante de células madre autélogas asociado al
injerto de membrana amnidtica. Es necesario el trasplante de una fuente autéloga o
alogénica de las células madre limbocorneales que se han perdido. La membrana
amniotica parece preservar las células madre limbocorneales y retener sus
propiedades in vivo, actuando como soporte ideal en el cultivo de estas células®. El
objetivo de este tratamiento es promover la reepitelizacion corneal, conseguir un



epitelio estable, prevenir la neovascularizacion y restaurar la transparencia corneal. El
injerto de membrana amnidtica asociado al alotrasplante de limbo ayuda a la
regeneracion de un microambiente estromal perilimbico adecuado para soportar el
tejido limbar trasplantado. Segun Tseng y col los resultados son igual de satisfactorios
independientemente de que el trasplante de membrana amnidtica se haga antes o en
un mismo tiempo que el trasplante de limbo. El trasplante alogénico presenta muchos
problemas asociados, principalmente el alto riesgo de rechazo del injerto debido al gran
numero de antigenos HLA-DR y células de langerhans en el injerto. De ahi que sean
necesarias altas dosis de inmunosupresion durante largos periodos de tiempo.

Tratamiento quirdrgico en la insuficiencia limbica
Queratoplastia

La queratoplastia penetrante es una técnica quirdrgica que consiste en la extirpacion
de un botdén corneal en el receptor y su sustitucion por un boton corneal de un donante,
que se sutura a la cornea residual del receptor con una sutura suelta (rig.6) 0 continua.
La queratoplastia es indispensable para la reconstruccion del dafo estromal severo,
pero solo estimula la reepitelizacion corneal completa si existen células madre
limbocorneales epiteliales en el ojo danado. Las células limbares pueden ser
estimuladas para migrar y proliferar por los efectos paracrinos de las células del
donante, como ocurre con los cultivos de queratinocitos de la piel. En ausencia de
células epiteliales limbocorneales, la queratoplastia produce reepitelizacion corneal a
partir de ceélulas conjuntivales, es decir, una conjuntivalizacion corneal. En estos
pacientes, el trasplante autdlogo de células limbares previo es la unica posibilidad de
cicatrizacion corneal normal. Este procedimiento implica el trasplante de injertos
limbares del ojo sano al ojo dafado.

Figura 6. Queratoplastia penetrante.
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Trasplante de membrana amniética

La membrana amnidtica, es decir, el amnion, es la capa mas interna de la membrana
placentaria y esta constituida por una membrana basal gruesa y un estroma avascular.
El trasplante de membrana amnidtica proporciona un buen sustrato que favorece la
cicatricacion del epitelio a la superficie corneal. La membrana basal de la membrana
amniotica estimula la migracion y adhesion de las células epiteliales. La presencia de
su matriz estromal avascular disminuye la inflamacion, la neovascularizacion y la
fibrosis. La membrana amniética produce una mejoria clinica de la fotofobia y el dolor,
facilita la epitelizacion mas rapida, ayudando a restaurar una superficie epitelial corneal
normal. Constituye también un sustrato ideal para restaurar el nicho estromal de las
células limbocorneales epiteliales asi como para conseguir la expansion de estas
células. Esto se ve favorecido por su carencia de componentes vasculares y por su
gruesa membrana basal constituida por colageno IV y V.

Trasplante de limbo

La regeneracion de esta poblacion limbocorneal epitelial es necesaria para la
recuperacion de la vision y de la superficie corneal normal cuando existe un déficit de
las células madre limbocorneales. Kenyon y Tseng, en 1989, demostraron la utilidad
del trasplante de limbo en casos de insuficiencia limbica completa secundaria a
causticaciones térmicas o quimicas. Estos hallazgos confirmaron la utilidad del epitelio
limbar como fuente de células madre en la regeneracion de esta poblacion celular
destruida. Mediante este procedimiento se trasplantan células madre viables
procedentes del propio individuo (autotrasplante limbico) o de un donante
(alotrasplante limbico) en casos de afectacion bilateral. La técnica descrita por ellos
consistia en el trasplante de dos fragmentos limbocorneales grandes, de 6-7 mm de
arco de limbo, extirpados del ojo sano. El trasplante de limbo no debe hacerse en la
fase aguda tras la causticacion debido a la alta posibilidad de fracaso asociada a la
gran inflamacioén, debe esperarse varios meses para llevar a cabo el tratamiento. El
autotrasplante de limbo es el primer tratamiento quirurgico en causticacion quimica o
térmica de la cornea unilateral, tras el cual puede llevarse a cabo la queratoplastia en
los casos de opacidad estromal.

Trasplante de células limbares

La pérdida limbocorneal que implica el trasplante de limbo supone un riesgo de
desarrollar insuficiencia limbica para el ojo sano. Una forma de minimizar el dafo del
ojo donante es la expansion in vitro de células epiteliales limbares para su posterior
implante. Las células madre limbocorneales expandidas ex vivo pueden reconstruir con
éxito la superficie corneal en casos de insuficiencia limbica completa unilatera. Existen
diversas técnicas para llevar a cabo el trasplante de células limbares. El objetivo de



este tratamiento es extirpar el tejido corneal anémalo y el pannus corneal del receptor
y trasplantar una nueva fuente de células epiteliales corneales. Si el trasplante es eficaz
la cornea del receptor queda recubierta por un epitelio corneal sano generado a partir
de las células trasplantadas. Se ha demostrado coémo una biopsia limbar de 1 mm? es
suficiente para obtener las células necesarias para regenerar un epitelio corneal sano
y cubrir la superficie limbocorneal. Esto significaria una minima pérdida de células
madre limbocorneales en el ojo sano. El tejido del donante puede proceder del ojo
contralateral (autotrasplante), cuando éste esta sano, o de un donante (alotrasplante),
si la afectacion es bilateral. Se necesita un soporte tisular para trasplantar las células
ya que éstas no pueden trasplantarse de forma aislada. Estan descritos diferentes
soportes para el cultivo celular, el mas frecuente es la membrana amnidtica, pero
también se han usado otros como el colageno o el gel de fibrina: Diversos estudios
experimentales han demostrado que durante la expansion ex vivo sobre membrana
amniotica se preservan la tasa de replicacion, la cinética del ciclo celular y las
caracteristicas fenotipicas de las células progenitoras del epitelio limbar y conjuntival.
La membrana amnidtica estimula la migracion del epitelio corneal sobre ella
promoviendo una fuerte adhesion entre las células basales corneales y el estroma
amnidtico. Parece ser que esta posible interaccion entre las células limbocorneales y
la matriz de la membrana amnibtica podria tener un papel fundamental en el
mantenimiento de las caracteristicas de las células madre limbocorneales. Las células
expandidas se adhieren fuertemente a la membrana amniética formandose unas
estructuras entre el epitelio y la membrana amniotica similares a la membrana basal.

Las ceélulas madre del epitelio limbocorneal expandidas y preservadas en el cultivo
sobre membrana amnidtica dan lugar a un epitelio estratificado de fenotipo
indiferenciado similar al epitelio limbar in vivo.

Recientemente, Hiti y col han descrito como tratamiento de la insuficiencia limbica
completa la realizacion de una queratoplastia lamelar-penetrante combinada con el
trasplante de células limbocorneales y la han llevado a cabo en 6 pacientes. Esta
queratoplastia lamelar-penetrante consiste en una queratoplastia lamelar periférica
asociada a una queratoplastia penetrante central. Vajpayee y col ya habian descrito
previamente la utilidad de la queratoplastia lamelar de gran didametro en el tratamiento
de causticaciones quimicas, consiguiéndose una superficie ocular estable debido al
aporte de células madre limbocorneales.
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