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Introduccion

Una funcion esencial del epitelio corneal es actuar como barrera entre el medio externo e
interno, de ahi la importancia de conservar su capacidad regenerativa. Aunque las células
de la capa basal contribuyen al recambio fisioldgico del epitelio corneal, no son la fuente pri-
maria del mismo, ya que no se mantienen en ausencia de un limbo corneal funcionante. Se
acepta que en el limbo estan las células primordiales que mantienen la masa de células epi-
teliales con fenotipo corneal.

El limbo corneal esta formado por un epitelio, diferente del conjuntival (sin células calicifor-
mes) y del corneal. Son 12 capas de ceélulas epiteliales entre las que se encuentran células
de Langerhans y melanocitos. Bajo las células epiteliales existen vasos sanguineos y tejido
conectivo similar al de la conjuntiva. El epitelio del limbo contiene las células madre (stem
cells) del epitelio corneal. Son una pequefia subpoblacion de todo el tejido epitelial corneal. Se
trata de de celulas indiferenciadas capaces de proliferar, automantenerse, producir un gran
numero de células diferenciadas, regenerar tejidos después de lesiones o traumas, y poseer fle-
xibilidad en el uso de estas opciones.

Por mitosis de las células primordiales indiferenciadas se formarian células amplificadoras
transitorias (CAT), con mayor capacidad de mitosis, y que migrarian hacia la cdrnea, dando
lugar a las células basales bien diferenciadas. La proliferacion y migracion celular a nivel del
limbo estaria regulada por factores vasculares presentes en la circulacion limbar, mientras
que la actividad de las CAT situadas sobre el estroma corneal avascular estaria modulada
por factores de crecimiento locales procedentes del estroma subyacente y factores neurales.

Insuficiencia limbar. Causas. Clasificacion

Si una cantidad suficiente de epitelio limbar es destruido, se origina un estado de déficit de
células madre limbares o insuficiencia limbar. Este se caracteriza por la pérdida de la capa-
cidad regenerativa del epitelio corneal, favoreciendo el avance de un epitelio con fenotipo con-
juntival sobre la cornea. El epitelio conjuntival es menos transparente que el corneal y menos
adherente al estroma subyacente. Los defectos epiteliales persistentes resultantes se asocian
a inflamacion cronica, neovascularizacion superficial, cicatrizacion con aparicion de leucomas,
ulceracion y queratolisis (melting). Aunque la causa mas frecuente de insuficiencia limbar es
la causticacion; existe gran numero causas que se engloban en dos categorias (Tabla 1):

- Categoria I: Aplasia. Es la pérdida total de las células madre limbares debida a una des-
truccion primaria. Existe una causa patogénica clara, traumatica o inflamatoria, de la
destruccion.La destruccion traumatica ocurre en quemaduras quimicas y térmicas,
multiples cirugias sobre el area limbar, epiteliopatia cronica asociada a lentes de con-
tacto, y uso cronico de ciertas medicaciones (como 5-fluoruracilo). La destruccion infla-
matoria acontece en el sindrome de Stevens-Johnson y la queratitis microbiana severa.



Categoria Il: Hipoplasia. La segunda categoria es la pérdida de las células stem debi-
do a insuficiente soporte estromal. No tienen historia previa relevante, pero presentan
una pérdida gradual de las células madre limbares. Esta situacion se ve en la aniridia
y en la queratitis asociada a neoplasia endocrina multiple. El pterigium representa
probablemente areas localizadas de destruccion limbar debido a lesion ultravioleta.

Estas enfermedades hacen pensar que la funcion de las células madre, que se va
degradando gradualmente, esta modulada por factores diversos, como los implicados
en el desarrollo, factores hormonales, neuronales, vasculares e inflamatorios. Su alte-
racion hace que el microambiente del estroma limbar sea insuficiente para mante-
ner la funcion de las células madre, conduciendo a un déficit limbar.

CAUSAS DE INSUFICIENCIA LIMBAR
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Clinica

Todas las enfermedades con déficit limbar se caracterizan por los siguientes signos y sintomas.
Signos:

1.

ok wn

Invasion corneal por el epitelio conjuntival (conjuntivalizacion). Al ser mas permeable el
epitelio conjuntival, las superficies conjuntivalizadas tifien anormalmente con fluoresceina.
Desaparicion de la arquitectura limbar normal en empalizadas de Vogt.
Vascularizacion corneal superficial.

Inflamacion e hiperemia cronicas.

Pérdida de la integridad epitelial corneal provocando irregularidad en la superficie,
erosiones recurrentes, Ulceras persistentes y destruccion de la membrana basal con
fibrosis y cicatrizacion (leucomas). Si el proceso evolutivo continia desemboca en la
aparicion de queratolisis 0 ablandamiento corneal (melting), seguido de perforacion.

Sintomas:
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Disminucion de vision.
Fotofobia.

Lagrimeo.

Blefarospasmo.

Episodios recurrentes de dolor.
Hiperemia.

Diagndstico

El diagnéstico de la insuficiencia limbar es importante, porque los pacientes con estas ano-
malias son malos candidatos para trasplante corneal. En la cornea donante solo van células
amplificadoras de vida corta que proporcionan un reemplazamiento temporal del epitelio,
pero en ningln caso reponen la funcion limbar, y ademas, debido a la vascularizacion previa
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que existe en estos casos, se incrementa el riesgo de rechazo.

El diagndstico se hace por la clinica, la exploracion biomicroscopica incluida la tincion con
fluoresceina, y la citologia de impresion (Tabla 2). Esta dltima confirma el diagndstico, aun-
que no es practico ni necesario realizarla en cada paciente con posible déficit limbar, siem-
pre que exista una causa conocida y el paciente muestre los signos clinicos caracteristicos.

« Categoria |I: Hipoplasia
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Tratamiento. Trasplante limbar

El tratamiento de todos estos trastornos es el trasplante limbar (Tabla 3). Basicamente la
técnica consiste en obtener un segmento arciforme o bien un anillo de tejido limbar que
incluya parénquima corneal superficial periférico, capas superficiales de la esclera perilimbi-
ca y conjuntiva limbar, y trasplantarlo sobre el limbo del ojo afecto al que previamente se ha
preparado mediante una queratectomia superficial y una peritomia conjuntival o reseccion
anular para eliminar todos los tejidos patologicos.
Los tipos de trasplante segln la procedencia del injerto son:
1. Autoinjerto: del mismo individuo del mismo ojo o del ojo contralateral.
2. Isoinjerto: de otro individuo de igual especie e idéntica carga genetica.
3. Homoinjerto o Aloinjerto: de igual especie pero de distinta carga genética.
- Aloinjerto de cadéaver
- Aloinjerto de donante vivo

Antes de plantearse un trasplante de limbo deben tratarse todos los aspectos de la superfi-
cie ocular que pudieran afectar al resultado. Es necesario emplear un abordaje escalonado
mediante la eliminacion de los factores desencadenantes o agravantes (inflamacion o infec-
cion), la lubricacion, y el tratamiento quirdrgico de las anomalias palpebrales (triquiasis, sim-
blefaron, ectropion, entropion, etc).

Diagndstico del déficit limbar

« Signo mas especifico del déficit limbar:
conjuntivalizacion de la superficie cormeal.

— Biomicroscopicamente se detecta un reflejo mate o
wregular de kB suparficie corneal

— La tincidn con fluorescaina produce un patrdn
punteado

+ El diagndstico definitivo del déficit limbar es la

identificacion de células caliciformes en la
citologia de impresién.

Autoinjerto de limbo

Actualizaciones en Trasplantes 2004.

El trasplante de tejido limbar desde el ojo contralateral utiliza la conjuntiva adyacente como el
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tejido de transporte. Publicado por primera vez por Kenyon y Tseng en 1989, el autoinjerto de
limbo ha llegado a ser la opcion mas difundida en el tratamiento del déficit limbar unilateral.

El autoinjerto implica el trasplante de tejido limbar desde el ojo sano hasta el ojo afectado
del paciente, y de este modo solo se realiza en el contexto de una lesion unilateral. Hay que
tener cuidado de que el ojo donante sea realmente sano, aspecto que en ocasiones es difi-
cil de determinar. Un ojo puede parecer normal pero tener un recuento de células progeni-
toras en el limite. Los pacientes pueden olvidar una lesion previa 0 que una lesion fue real-
mente bilateral pero asimétrica. El procedimiento consiste en trasplantar 2 segmentos de
tejido conjuntivo-limbar de unas 4 horas (maximo 6) en total obtenidos del ojo contralate-
ral, a las posiciones 12 y 6 horas, principalmente porque estas areas estan protegidas por
los parpados y son frecuentemente los focos de invasion conjuntival.

Ojo receptor (Figura 1)

- Se realiza una peritomia y recesion conjuntival de 360°, con diseccion de todo el teji-
do fibrovascular que cubre cornea, limbo y esclera perilimbica hasta unos 3-4 mm
del limbo. Se reseca todo el tejido aberrante intentando regularizar al maximo toda
la zona limbar y corneal. El tejido anormal es eliminado mediante diseccion roma uti-
lizando pinzas y hemosteta, 0 es disecado superficialmente con un escarificador.
Ocasionalmente es necesario un raspado o pulido adicional para regularizar la super-
ficie estromal, sin embargo, una diseccion estromal lamelar afilada debe ser evitada
porque conlleva riesgo de perforacion corneal y de distorsion Optica postoperatoria.

- A continuacion se pueden disecar dos lechos laminares de las mismas dimensiones y
de 100 um de profundidad para colocar los autoinjertos, bien en la zona mas afec-
tada o hien en las zonas superior e inferior. También se puede realizar una querato-
tomia para encajar el borde corneal de los injertos, o bien colocarlos encima de la
zona superior o inferior limpia de tejido fibrovascular sin tallar lecho.

Ojo donante (Figura 2)

- Se obtienen dos segmentos de tejido limbar de las zonas superior e inferior de 2
(méximo 3) horas cada uno. Cada injerto se obtiene realizando una incision en la
conjuntiva paralela al limbo a unos 3-5 mm del mismo y disecando el plano inme-
diatamente subconjuntival hasta llegar al limbo, donde se desinserta la capsula de
Tenon reflejandola posteriormente. Se marcan con un cuchillete o trépano dos surcos
arqueados paralelos al limbo, uno en la zona escleral a 2 mm y otro en la zona cor-
neal a 0.5-1 mm del limbo. Se puede fijar la profundidad a 150 micras para evitar
perforar. Ambos surcos se unen mediante dos incisiones radiales, para después rea-
lizar una diseccion lamelar de la pieza empleando un cuchillete acodado, mante-
niendo un plano poco profundo. Cada fragmento contendra cornea periférica super-
ficial, conjuntiva limbar y esclera limbar superficial. Los dos fragmentos se guardan
sobre una placa metélica y se humedecen con suero salino balanceado.

Tras colocar los injertos en posicion adecuada en el lecho receptor se fijan a la corneo-escle-
ra con puntos sueltos de nylon 10-0, uno en cada vértice (Figura 3). La conjuntiva del recep-
tor es suturada con polyglactin (vicryl) de 8-0 a la del donante en las zonas superior e infe-
rior cogiendo un pellizco de epiesclera, y dejandola separada 3 mm del limbo en las zonas
donde no hay autoinjerto. Al final del procedimiento se coloca una lente de contacto tera-
péutica hidrofilica, 0 como alternativa puede usarse un injerto de membrana amnidtica.
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Aloinjerto de limbo

Si ambos ojos estan afectados es necesario un aloinjerto de limbo, en el que el tejido limbar es
obtenido de un cadaver o de un familiar del paciente. No existe consenso sobre qué tipo de alo-
ninjerto, de familiar vivo o de cadaver, es superior. Existen pros y contras en cada uno de ellos.

El uso de tejido de cadaver se asocia tedricamente a un mayor riesgo de rechazo
porque, en general, no es practico encontrar un tejido de cadaver que proporcione
una compatibilidad HLA con el paciente. Sin embargo, el tejido de cadaver esta dis-
ponible mas facilmente que el de un familiar vivo. Ademas, cuando se usa tejido de
cadaver, pueden ser extraidos 360 grados de tejido limbar que son colocados en el
lecho receptor. Esto proporciona mas células progenitoras, y tedricamente se crea un
efecto barrera a la migracion de tejido conjuntival.

El uso de un donante vivo necesita encontrar un familiar que tenga un razonable
grado histocompatibilidad HLA con el paciente. El empleo de este tejido se asocia
tedricamente a una menor incidencia de rechazo, asi se reduce la dependencia de
inmunosupresores sistémicos. Ademas el grado de células muertas es tedricamente
limitado por la rapidez del trasplante del donante al receptor y por la pronta vascu-
larizacion del material trasplantado. Sin embargo puede que no haya un familiar vivo
disponible 0 no esté dispuesto a la donacion. Por Gltimo, el hecho de intervenir el 0jo
de un individuo sano supone un inconveniente adicional.

Preparacion Preoperatoria:

Estudio de Histocompatibilidad. El area del limbo corneal contiene mas células pre-
sentadoras de antigenos (células de Langerhans) que el centro de la cornea. De esta
forma, el riesgo de rechazo del tejido es mayor que en la tipica queratoplastia pene-
trante. En general se considera que la compatibilidad HLA del tejido disminuye las
probabilidades de rechazo. Los criterios empleados en la correspondencia HLA son
similares a los que se emplean para el trasplante de 6rganos solidos; ed, no deberia
haber mas de dos diferencias en los loci HLA A, B o C. En general, los hermanos son
preferibles a los padres como donantes.

Descartar enfermedades trasmisibles como lues, hepatitis B, hepatitis C y virus de
inmunodeficiencia humana 1y 2.

Técnica quirurgica:

La técnica quirtrgica para obtener tejido de un familiar vivo es idéntica a la del autoinjerto.
Idealmente el donante se sitla en un quirdfano adyacente. Una vez obtenidos los injertos son
inmediatamente colocados en solucion salina balanceada y llevados al quiréfano del receptor.
Para aloinjertos de cadaver, el tejido donante corneo-escleral se obtiene de un globo fresco
completo o de un botdn corneo-escleral.

Si se emplea un globo completo, éste es envuelto en una gasa y sujetado por el
mufion del nervio optico. Con un trépano de diametro 3 mm menor que el diametro
corneal se realiza una trepanacion de espesor parcial de la cornea central. Con un
cuchillete acodado se realiza una diseccion lamelar superficial de la cornea periféri-
ca sobrepasando el limbo y avanzando 1 mm hacia esclera. La eliminacion del endo-
telio y del tejido corneo-escleral posterior resulta en la obtencion de un anillo de epi-
telio limbar en un fino lecho estromal portador. Si esta presente, aproximadamente



1-2 mm de conjuntiva donante es preservada.

- Sise emplea un boton corneo-escleral, el anillo corneo-escleral es recortado del exce-
so de tejido escleral y la cornea central es eliminada con un trépano de gran diame-
tro. A continuacion se realiza una diseccion lamelar superficial tal como se ha des-
crito previamente

Tratamiento postoperatorio

Variara en funcion del origen del tejido donante. En los autoinjertos Unicamente seré necesario
administrar medicacion tdpica con corticoides y antibidticos (4 veces al dia durante 2 sema-
nas para después ir bajando la dosis rapidamente) y colirios humectantes. Se mantendra un
vendaje o una lente de contacto terapéutica hasta que se complete la reepitelizacion corneal.

En alotrasplantes de cadaver se puede esperar un alto grado de estimulo inmunogeénico rela-
cionado con la abundancia de células de Langerhans y de antigenos HLA-DR. Asi pues la
inmunosupresion es absolutamente necesaria y se debe mantener por largo tiempo o inde-
finida. Los aloinjertos de donante vivo con histocompatibilidad HLA parecen no necesitar una
inmunosupresion tan intensa, y se cuestiona si es realmente necesaria. La respuesta parece
ser afirmativa. Tseng y cols describen buenos resultados en aloinjertos de donante vivo con
concordancia HLA sin utilizar inmunosupresion. Sin embargo, Rao y cols publicaron la serie
mas amplia hasta la fecha de trasplante de limbo de familiar vivo, y concluyen abogando por
su utilizacion también en estos casos. Describen 7 pacientes en los que fue realizado el tras-
plante de limbo utilizando familiares con similitud HLA en los que no se instauré inmunosu-
presion. En 3 de los ojos se desarrollaron caracteristicas de rechazo del injerto.

No existe consenso sobre el Optimo régimen de inmunosupresion, ni por cuanto tiempo debe
ser mantenido. Un protocolo generalmente aceptado utiliza ciclosporina A oral a dosis de 5
mg/Kg/dia, y corticoides sistémicos a dosis de 1 mg/kg/dia. Como tratamiento topico se
emplea colirio de ciclosporina 2% cada 6 horas durante mas de un afio y corticoides topi-
cos cada 3 horas, disminuyéndolos con el tiempo hasta dejar una dosis de mantenimiento.
Se han utilizado otros inmunosupresores sistémicos con buenos resultados. Dua y Azuara
emplean FK 506 (Tacrolimus) observando ventajas sobre la ciclosporina A. Foster propone el
uso de Mofetilmicofenolato (Cell Cept) de forma prolongada.

Seguimiento postoperatorio

Se realizara un seguimiento estrecho -diario- hasta que el injerto esté epitelizado y estemos
seguros que el epitelio que cubre la cornea es epitelio corneal. La cornea empieza a epiteli-
zar en los dos primeros dias, prolongandose hasta 2 semanas, recobrando finalmente un
aspecto de normalidad sin vasos, ni cicatrices, y mejorando la agudeza visual.

Complicaciones Postoperatorias:

- En el ojo donante no suelen aparecer complicaciones, aunque existe la posibilidad de
infeccion, cambios refractivos, defectos epiteliales, o vascularizacion de la zona.

- Invasion conjuntival. Si en el proceso de epitelizacion observamos que el epitelio con-
juntival avanza hacia la cérnea hay que desbridarlo y retirarlo en la lampara de hen-
didura las veces necesarias hasta que el epitelio corneal de los injertos migre y ree-
pitelize toda la cornea. Resulta clave para el éxito del trasplante la vigilancia posto-
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peratoria y el reconocimiento precoz del avance de cualquier conjuntiva invasora. En
caso contrario resultara un mosaico de células corneales y conjuntivales sobre la cor-
nea y un fracaso del proceso.

- Rechazo del Homoinjerto. El rechazo de un trasplante de limbo es dificil de identifi-
car. Tedricamente, el rechazo de las células progenitoras se manifiesta por un defec-
to epitelial persistente o una eventual conjuntivalizacion de la superficie corneal. Rao
y cols describen vasos perilimbicos dilatados y aumento del edema tisular en el lugar
del injerto de limbo como sugestivos de rechazo del injerto. Si se sospecha rechazo
del injerto limbar, esta justificado un aumento en la terapia inmunosupresora.

La tasa de rechazo en homoinjerto de cadaver es del 49% a los 3 afios. Para evitarlo
se pueden utilizar donantes con histocompatibilidad HLA/ABO bien sea cadaver o de
algiin familiar. Utilizando donantes con cierto grado de histocompatibilidad la tasa de
rechazo es del 25-33%, y cuando la pareja receptor-donante es idéntica es del 12%.

- Inflamacion severa. La inflamacion severa es de mal pronostico para la supervivencia
del injerto, por lo que se debe tratar antes con esteroides sistémicos y trasplante de
MA previos al TL para reducir la inflamacion y el porcentaje de rechazo. Se ha obser-
vado que el rechazo es mas frecuente en 0jos con Sd Stevens Johnson o Lyell. Foster
y cols demostraron en estos casos actividad inflamatoria inmunolégicamente activa
con preponderancia de linfocitos T, macrofagos y células de Langerhans en la con-
juntiva, lo que habla a favor de que el rechazo sea mas frecuente en estos casos.

Resultados

Las publicaciones contintan apoyando al autoinjerto de limbo como el tratamiento de elec-
cion en la enfermedad unilateral como las quemaduras quimicas y térmicas. Los autores han
encontrado que el autoinjerto tiene mayor tasa de éxito que el aloinjerto en estos pacientes,
que generalmente tiene inflamacion crénica de la superficie ocular.

El aloinjerto de limbo es el tratamiento de eleccion en enfermedades bilaterales, y de forma
global puede restaurar un fenotipo epitelial corneal en el 50 - 70% de los casos. Numerosos
estudios han estimado una tasa de éxito del 70% al 80% para un seguimiento medio de 1 a
2 afios en causas no inflamatorias de déficit limbar. Sin embargo, ésta cae al 50% tras 5 afios.
Un seguimiento largo muestra que los pacientes graves (ej: los que sufren Sd Stevens Johnson
0 penfigoide ocular cicatricial) tienen riesgo de invasion vascular y conjuntivalizacion tras meses
de un curso aparentemente favorable. El deterioro cronico de las células progenitoras donan-
tes puede estar causado por numerosos factores. La interrupcion de la inmunosupresion puede
ser causa de rechazo del injerto. Las deformidades palpebrales y el 0jo seco pueden ocasionar
un dafio mecanico cronico que conduzca a defectos epiteliales persistentes y deplecion de
células progenitoras. La recurrencia de la enfermedad de base puede causar inflamacion no
especifica, activando ciertos fenomenos que conducen al fracaso del injerto.

Ingenieria tisular. Cultivos de tejidos

El siguiente paso en el tratamiento de estas patologias es indudablemente la identificacion
de las células madre epiteliales corneales y el trasplante de tejido obtenido a través de bioin-
genieria, incluidas células madre aisladas. Las cuestiones sobre su ubicacion e identificacion



han estado sin respuesta durante afios. Recientemente han sido publicados potenciales mar-
cadores de las células madre. El siguiente reto es aislar estas células y mantener cultivos
celulares con potencial para proporcionar una reserva ilimitada de células indiferenciadas.
Las condiciones de cultivo pueden ser modificadas para inducir que estas células se diferen-
cien segun sea necesario. Las células madre podrian adicionalmente ser manipuladas para
tener una baja antigenicidad mediante la induccion de genes, y quizas la expresion de genes
que ayudasen a estas celulas a proliferar.

Recientemente, Tsai y cols y Schwab y cols describen la obtencion, mediante una biopsia de
limbo, de un pequefio nimero de células progenitoras limbares del paciente o sus familiares,
su expansion ex vivo, y subsecuente trasplante en un sustrato de membrana amniética. Esta
técnica necesita la extraccion de sélo una pequefa cantidad de tejido limbar y, de este
modo, permitiria el uso de tejido autdlogo en situaciones en los que actualmente no es posi-
ble (ed, cuando sélo persisten un pequefio nimero de células progenitoras viables). Ademas,
con estos injertos se consigue la muerte de células de Langerhans que son realmente las por-
tadoras de antigenos. Sin embargo, esta técnica no esta aun ampliamente difundida y los
resultados a largo plazo de estos procedimientos se desconocen.

Doéifrzit limbar
Uniletaral Bilateral
AUTOINJERTO LIMBAR Donante familkas vivo disponible Donare famifiar vive NO disponible
ALDINJERTO DE FAMILIAR VIVO ALOINJERTO DE CADAVER
Figura 1 Figura 2 Figura 3
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