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RESUMEN

El epitelio corneal se mantiene gracias a la continua renovacion de las
células madre limbares (CML) que residen en la capa basal del limbo,
concretamente en las denominadas empalizadas de Vogt. EI comportamiento
de estas células madre y su capacidad para responder ante necesidades del
epitelio estan estrechamente vinculados a su microambiente denominado nicho
limbar.

La pérdida o disfuncion de las CML o de su nicho limbar, da como
resultado una pérdida de la integridad corneal, opacificacion,
neovascularizacion, invasioén del tejido conjuntival en la cornea, dolor, y en
ultimo término, una discapacidad visual grave. Esto es conocido como
sindrome de insuficiencia limbica (SIL).

Un rapido y eficiente diagndstico del SIL, seria clave para la
recuperacion del epitelio corneal, por lo que se estan utilizando diferentes tipos
de herramientas de imagen in vivo, que permiten visualizar el estado del nicho
limbar y, por tanto, evaluar su severidad para poder aplicar un tratamiento.

En este trabajo de fin de grado se ha hecho una revision de las
herramientas actuales de imagen para el diagndstico del SIL.

ABSTRACT

The corneal epithelium is maintained by the continuous renewal of the
limbal stem cells (LSC), located at the basal layer of the limbus, specifically in
the so-called Vogt's palisades. The behaviour of these stem cells and their
ability to respond to epithelium needs are closely related to their
microenvironment, the limbal niche.

The loss or dysfunction of the LSC or their limbal niche results in loss of
corneal integrity, opacification, neovascularisation, invasion of conjunctival
tissue into the cornea, pain, and ultimately severe visual impairment. This is
known as limbal stem cell deficiency (LSCD) syndrome.

A quick and efficient diagnosis of LSCD syndrome would be vital for the
recovery of the corneal epithelium, so different types of in vivo imaging tools are
being used to visualise the state of the limbal niche and, therefore, evaluate its
severity in order to be able to apply a treatment.

In this work, a review of the current imaging tools for the diagnosis of the
LSCD syndrome has been developed.
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INTRODUCCION

El contenido de este trabajo fin de grado se centra en las herramientas
de diagnostico del sindrome de insuficiencia limbica, especificamente las
herramientas de imagen in vivo. Para poder comprender el trabajo, se hara una
descripcion previa de algunos conceptos.

1. LA CORNEA

La cérnea es la estructura anterior central perteneciente a la superficie
ocular e incluida en el sistema visual 6ptico. Sus principales funciones son
proteger el contenido interno del ojo y actuar como tejido refractivo. Es una
lente que permite la transmisién de la luz y su correspondiente enfoque en la
retina gracias a su transparencia.’

Dado que es un tejido avascular, el aporte nutricional proviene de la
pelicula lagrimal, del humor acuoso y de los vasos limbares. Ademas, es la
estructura mas inervada y por tanto mas sensible del organismo, con finalidad
protectora.?

La cornea es convexa y asférica con una curvatura anterior de 7,8 mm y
una curvatura posterior de 6,5 mm aproximadamente. Tiene un espesor central
en ojos normales en torno a $51-565 ym y un espesor periférico de 612-640
pm, los cuales pueden variar en portadores de lentes de contacto de larga
duracion o en personas miopes. Esta lente contribuye al poder refractivo con
una gotencia alrededor de 40 a 44 D, representando asi el 70% de la refraccion
total.

A nivel histoldgico, la cornea esta formada por cinco capas. El epitelio es
la mas externa que se encuentra en continua renovacion, y cuyas funciones
principales son la protecciéon de la estructura ocular y el mantenimiento de la
transparencia. Seguida se encuentra la capa de Bowman, que es una fina
superficie acelular que actua como barrera. A continuacion, se encuentra el
estroma corneal, conformacién gruesa de fibras de colageno ordenadas que
gracias a su estructura mantiene la curvatura y transparencia de la cérnea. En
la parte posterior se halla el endotelio, que esta integrado por células
hexagonales sin capacidad de regeneracion, y finalmente la membrana de
Descemet, que corresponde a una superficie de 10-20 ym de grosor que actua
como lamina basal del endotelio. Todas estas capas han de mantenerse en
armonia para preservar la transparencia y con ello la funcién de la cérnea.’

En referencia al epitelio corneal, es un tejido escamoso, estratificado y
no queratinizado de unos 50um de grosor, que se compone de 5 a 7 capas
celulares en la zona central, y entre 8 y 10 capas en la zona periférica.?

Este epitelio esta formado por tres tipos de células diferentes, separadas
en tres estratos: células escamosas planas en la parte mas anterior
(superficial), células aladas en la zona intermedia y células basales en el
estrato basal. Las células de la capa superficial, escamosas, poseen gran
cantidad de uniones intercelulares estrechas que ejercen de barrera anatémica
frente al paso de sustancias externas. Las células de las capas intermedias,
aladas, se encargan de sustituir a las células superficiales tras su
descomposicién. Y la ultima capa esta compuesta por una unica fila de células
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basales con forma de columna y mayor capacidad de divisién mitética, que iran
reemplazando a las células de las capas suprabasales (Figura 1).%*

Sus funciones mas importantes son actuar como barrera mecanica,
metabdlica y farmacoldgica, asi como contribuir a la transparencia y regenerar
la superficie ocular. Esta renovacion y cicatrizacidén corneal se realiza gracias a
unas ceélulas procedentes del limbo esclero-corneal, llamadas células madre
limbares (CML).*

p—

Figura 1. Epitelio corneal, membrana de Bowman y estroma. Francés-Mufoz E.
(2005). Micropuncion estromal anterior en la queratopatia bullosa.

2. EL LIMBO ESCLEROCORNEAL

El limbo es la zona de transicidon con forma anular entre la cérnea y la
esclera-conjuntiva, que separa la coérnea transparente avascular de la
conjuntiva y esclera opacas vascularizadas. Es una conformacion de 1.5 mm
de ancho y de grosor aproximadamente el doble al epitelio corneal debido al
aumento de las capas celulares.®

Este tejido corresponde a la zona de transicion gradual entre el epitelio
corneal y conjuntival. El epitelio corneal estd formado por células epiteliales
estratificadas no queratinizadas y células epiteliales planas escamosas en su
capa superior. El epitelio conjuntival estd compuesto por células epiteliales no
queratinizadas y células caliciformes que ayudan a mantener la capa lagrimal.

El nicho limbar se encuentra situado en las denominadas empalizadas
de Vogt del limbo, estructuras radiales en cuya capa epitelial basal se localiza
una poblacion de CML, responsables de la regeneracién continua del epitelio
de la cérnea. Ademas, también forma parte el estroma limbar que esta
altamente vascularizado y contiene células pigmentadas (melanocitos) con el
fin de proteger a las células madre de la radiacion UV.°

El limbo tiene gran importancia por diferentes funciones: ayuda a
mantener la presion intraocular gracias a los componentes del sistema de
drenaje del humor acuoso que comprende, abarca el nicho de células madre
para la regeneracion y cicatrizacion del epitelio corneal, y es una importante
marca quirurgica. Ademas, proporciona nutricion a la cérnea periférica gracias
a los vasos, y es una barrera fisica entre conjuntiva y cérnea impidiendo la
entrada del epitelio conjuntival en la cérnea. Esta ultima funcion se considera
importante, ya que la invasion del epitelio conjuntival en la cornea, el cual esta
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vascularizado y no es transparente, produciria una opacidad corneal y, por
tanto, una disminucion de la vision.

3. CELULAS MADRE LIMBARES

Las CML son un grupo de células ubicadas en la capa basal del epitelio
limbar, en las denominadas empalizadas de Vogt, que se caracterizan por estar
en continua renovacion. Su principal funcién es el mantenimiento del epitelio
corneal y, por ende, su transparencia.®

El epitelio corneal se mantiene gracias a la proliferacion y migracién de
estas células madre siguiendo la hipétesis XYZ, descrita por Thoft et al (1983)’.
Esta teoria explica que existe un movimiento y proliferacion celular en torno a
los tres ejes cartesianos, que van a dar lugar a la continua renovacion del
epitelio corneal. La X representa la proliferacién de las células basales a capas
superiores; la Y representa la migracion de las células limbares con movimiento
centripeto desde el limbo hacia la cérnea; y la Z corresponde a la pérdida o
escamacion de células epiteliales de la superficie corneal (Figura 2). Para que
este mantenimiento sea eficaz ha de preservarse en equilibrio la pérdida celular
con el reemplazo mediante la ecuaciéon X+Y=2.4°

X. Proliferacion de células basales
Y. Movimiento centripeto de las células
Z. Pérdida celular de la superficie
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Figura 2. Representacion grafica de los tres ejes descritos en la hipotesis de
Thoft. Fernandez A. et al. (2008) Regeneration of the ocular surface: stem cells
and reconstructive techniques.*

Dado que las CML son las responsables de la regeneracion del epitelio
corneal, si existe dafio en éstas o en su nicho limbar, se genera una deficiencia
y, por tanto, una afectacion del epitelio provocando un desequilibrio en el
reemplazo epitelial. Este desequilibrio conduce a la invasion de células
conjuntivales en cornea, opacificacion y neovascularizacion, conllevando a una
pérdida de vision, lo que se denomina como sindrome de insuficiencia limbica
(SIL).
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La preservacion de las células madre depende de las condiciones
microambientales del nicho limbar donde residen para su correcta
diferenciacion y rapida regeneracion celular.®

4. EL NICHO LIMBAR

El microambiente donde residen las células madre limbares es el
llamado nicho limbar, ubicado en las empalizadas de Vogt del limbo corneal
(Figura 3). Se ha establecido que la preservacion y posterior diferenciacion y
migra%ién de las CML depende directamente de las condiciones especificas del
nicho.

El nicho limbar tiene la ventaja de que se puede visualizar in vivo y
observar sus estructuras: empalizadas de Vogt, criptas epiteliales limbares,
proyecciones estromales y lagunas limbares.® Las empalizadas de Vogt son
estructuras en forma de columnas o crestas fibrovasculares, con tejido
conectivo que incluye vasos y nervios; y las criptas epiteliales del limbo son
formagciones que se extienden desde la periferia, con caracter protector de las
CML.

El objetivo de esta conformacion es proteger y regular la funcionalidad
de las células madre limbares, por lo que una lesién o alteracion en cualquier
componente del nicho limbar puede provocar disfuncién de estas.®

Reparation methods

=LESC and CSSC
*Mesenchimal cells
=Other stem cells
*Manipulated cells
=Artificial materials
=*Combined methods

Conjunctiva

Corneal Limbus  y

Pallisades of Vogt
A

Limbal stem cells (LESC)

LESC
CSSC Basal membrane

Figura 3. Estructura basica del nicho del limbo corneal. Rodriguez F, Vecino E.
(2015). Repair of corneal damage with stem cells.
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5. SINDROME DE INSUFICIENCIA LIMBICA

El sindrome de insuficiencia limbica (SIL) es una entidad clinica
producida por una pérdida o disfuncion de las células madre o de su nicho,
impidiendo la regeneracion del epitelio corneal. Dada esta falta de reemplazo
del epitelio corneal, se produce un mecanismo de conjuntivalizacion donde la
conjuntiva trata de invadir la cérnea. A este signo clinico, también van
asociados una aparicidn de neovasos en la coérnea (neovascularizacién), asi
como erosion, formacion de ulceras, crecimiento de tejido fibroso, inflamacion
persistente, dolor crénico y, en ultimo caso, una opacificacion de la cérnea que
da lugar a una pérdida de vision total o parcial.®

Las causas de esta enfermedad pueden ser de caracter hereditario o
adquirido. Si estan asociadas al ambito genético, puede aparecer disfuncion de
las células madre por aniridia, por deficiencia endocrina multiple, por queratitis
neurotrofica o por causas idiopaticas. Por otra parte, puede estar asociado a
factores externos, como quemaduras quimicas o térmicas, enfermedades
inmunologicas como el sindrome de Stevens-Johnson y penfigoide cicatrizal
ocular, cirugias, queratopatia inducida por lentes de contacto o procesos
infecciosos.'

La destrucciéon de las CML y su consecuente desequilibrio epitelial, dan
lugar a una serie de signos clinicos que hemos de tener en cuenta para obtener
el diagnostico. Destaca en esta condicion patoldgica la aparicion de neovasos
en los 360° y la invasion de epitelio conjuntival que puede observarse
analizando la existencia de células caliciformes en la cérnea mediante una
citologia de la superficie ocular. Por otra parte, se podra visualizar dafos o
ulceras corneales mediante una tincion con fluoresceina. Ademas, se produce
inflamacion cronica del estroma corneal, dando lugar a un grosor de cornea
variable y la pérdida de las empalizadas de Vogt, que podran evaluarse con
técnicas de imagen in vivo, como se hablara a lo largo de este trabajo.

Ademas de estos signos, en un SIL grave, pueden darse diferentes
complicaciones persistentes o recurrentes como ulceras corneales que implican
pérdida de tejido estromal, perforaciones corneales si alcanzan la membrana
de Descemet, y calcificaciones y cicatrices por consecuencia de los defectos
epiteliales. La opacificacion de la cornea puede ser secuela de estas
complicaciones y llevar a la pérdida de visidn, e incluso ceguera.

Los sintomas pueden consistir en una disminucién de la agudeza visual,
fotofobia, sensacién de cuerpo extrafio, episodios de dolor por la ruptura
epitelial, inflamacién y enrojecimiento cronico conjuntival; ademas de lagrimeo
y blefaroespasmo. Dado que estos sintomas pueden ser ambiguos para otras
patologias, es importante poder reconocer correctamente los signos clinicos
que se pueden explorar con diferentes herramientas que se van a detallar a lo
largo del presente trabajo de fin de grado.*®'°

En cuanto a su severidad, el sindrome de insuficiencia limbica puede
afectar de forma parcial o total a las estructuras del ojo.

Se denomina SIL parcial cuando la deficiencia de células madre limbares
afecta a algunas zonas localizadas del limbo y la cornea mientras que otras
estan sanas. En este caso, puede diagnosticarse identificando el sector donde
se hallan los signos clinicos obtenidos con las diferentes herramientas
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convencionales y de imagen in vivo de las que se hablan en el apartado de
desarrollo, y corroborando que la patologia no esta expandida a todo el ojo. El
SIL parcial tiene mejor pronéstico, ya que no todo el limbo esta afectado. Los
pacientes asintomaticos y con area central preservada pueden no requerir
intervencion.®

Cuando el limbo corneal esta enfermo al completo, se denomina
insuficiencia limbica total o difusa. La deteccion clinica es importante ya que un
SIL parcial podria dar lugar a un SIL total con el paso del tiempo. El diagnostico
del SIL grave, con ausencia casi completa del epitelio corneal y opacidad
severa, conduce a la ceguera. El tratamiento en estos casos suele conllevar,
entre otros, a un trasplante de células madre, ya que hace falta una fuente
externa de CML (autdlogas o alogénicas) para sustituir a las que se han
perdido y poder regenerar el epitelio corneal. El objetivo es la reepitelizacion
corneal y restauracion de la transparencia, siempre y cuando se tenga en
cuenta la posibilidad de rechazo del tejido.12 Cuando se realiza un trasplante de
limbo exitoso, la superficie se regenera rapidamente sin defectos epiteliales
recurrentes y la vasculatura corneal regresa a su estado normal. Ademas, se
mejora la agudeza visual gracias a la regeneracion del epitelio y la disminucion
de la opacidad corneal.®

El SIL aparece por la deficiencia o mal funcionamiento del nicho limbar,
por lo que el tratamiento de esta patologia ha de ir dirigido no sélo a repoblar la
poblacion de células madre, sino también a restaurar dicho microambiente para
preservar su supervivencia. Actualmente, ya se estan aplicando este tipo de
terapias, desde trasplantes de tejido limbar a trasplantes de CML o células
madre mesenquimales.'?

Los tratamientos apropiados pueden prevenir la progresiéon y la
afectacion de la superficie ocular, incluso evitando la ceguera en la mayor parte
de los casos.
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JUSTIFICACION

Considerando la gravedad del sindrome de insuficiencia limbica hasta el
punto de provocar la pérdida de vision, es importante conocer las herramientas
actuales de diagndstico que ayuden tanto a evaluar como a un tratamiento mas
temprano y eficiente de la enfermedad. Por este motivo, en el presente trabajo
se van a describir las herramientas actuales de diagndstico del SIL,
centrandonos principalmente en las de imagen in vivo.

OBJETIVOS

1. Realizar una busqueda bibliografica en relacion a las herramientas
actuales de imagen in vivo para el diagndstico del SIL.

2. Dar a conocer las diferentes herramientas de imagen in vivo para el
diagndstico del SIL.

3. Describir la utilidad y ventajas de las herramientas de imagen in vivo
para el diagndstico y seguimiento del SIL.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este TFG se han revisado articulos cientificos con
su correspondiente compresion y recopilacion de contenidos en PubMed y
WOS desde el afno 2000 hasta el 2021. Se han utilizado diferentes términos de
busqueda: “stem cell”’, “corneal limbal stem cells diagnostic”, “limbic

” 13 ” “*

insufficiency syndrome”, “corneal function”, “corneal limbus”, “slit lamp”, “OCT”,

M

“confocal microscopy”, “limbal stem cell restoration”.

En base a todos los datos expuestos e informacion, se adjunta la
bibliografia de referencia.
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DESARROLLO
1. HERRAMIENTAS DE DIAGNOSTICO PARA EL SIL

El diagndstico de la deficiencia de las células madre limbares comienza
teniendo en cuenta la anamnesis y sintomas del paciente. Sin embargo, para
realizar un buen y temprano diagnédstico, y poder evaluar el estado de las
células y del nicho limbar, es necesaria la utilizacion de diferentes herramientas
que permitan obtener hallazgos que indiquen signos clinicos relacionados con
el SIL, y, por tanto, que ayuden también a realizar un seguimiento de la
enfermedad para controlar los cambios.

1.1. HERRAMIENTAS CONVENCIONALES

1.1.1. CITOLOGIA DE IMPRESION

La citologia de impresién es el método que permite evaluar la superficie
ocular a partir de muestras del epitelio. Se realiza colocando un filtro de acetato
de celulosa sobre la cérnea, para después retirarlo y caracterizar las células
extraidas. Es una técnica invasiva que puede generar alguna molestia por lo
que es necesario instilar anestesia tdpica en la superficie ocular.”’

Mediante esta técnica se detecta células epiteliales y caliciformes, por lo
que la presencia de estas ultimas en la cérnea indica la invasion de células
conjuntivales y, por tanto, la existencia de una patologia. La aparicion de
células conjuntivales en la cérnea, es uno de los signos mas distintivos del SIL.
Sin embargo, se necesitan otras herramientas que permitan evaluar otros
conceptos como el estado del nicho limbar o el grado de severidad.

Esta técnica depende de otros factores de manejo, como el tamafno de
los poros del filtro utilizado y la presion aplicada cuando se realiza la prueba.
Ademas, es de gran importancia la ubicacion de la extraccion de la muestra, ya
que existen casos de SIL donde el signo de células conjuntivales en cérnea
unicamente se halla en una zona concreta, es decir, de forma sectorial,
corriendo el peligro de no encontrar signo de células conjuntivales en la
muestra recogida.’

La citologia de impresién ayuda en el diagndstico de SIL, pero no es la
prueba mas sensible y especifica para detectar células caliciformes del epitelio
conjuntival y corneal, por lo que es necesario recurrir a otro tipo de técnicas
para confirmar la patologia."”

1.2. HERRAMIENTAS DE IMAGEN IN VIVO

1.2.1. LAMPARA DE HENDIDURA

La lampara de hendidura es un dispositivo biomicroscépico que permite
evaluar la superficie ocular y el segmento anterior principalmente. Consiste en
la proyeccién de luz sobre el ojo donde el especialista enfoca diferentes zonas
dependiendo de lo que se necesite explorar. Se observan las estructuras en
tres dimensiones mirando de manera directa o indirecta, y con opcion de utilizar
aumentos que vienen incorporados.’
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Es un proceso no invasivo e indoloro, por lo que no hace falta el uso de
anestesia. Sin embargo, el examen realizado bajo luz blanca proporciona
informacion limitada, por lo que es preferible utilizar tincion con fluoresceina
bajo luz azul cobalto para detectar los signos de manera mas exhaustiva.'®

Para realizar esta técnica, es necesario un conocimiento de la misma, ya
que existen diferentes tipos de iluminaciones como directa, indirecta o retro, asi
como, diferentes grosores del haz de luz que proporcionan informacién distinta,
como seccion dptica, haz ancho, o paralelepipedo.’

El uso de la lampara de hendidura es clave para el diagndstico del SIL
gracias a los signos caracteristicos de la misma que nos aporta.

normal

mild

moderate

severe

Figura 4. Presentaciones clinicas e imagenes confocales del SIL en diferentes
etapas: normal, leve, moderado y severo. (A),(F),(K),(P) corresponden a
imagenes de la superficie ocular bajo luz blanca con lampara de hendidura;
(B),(G),(L),(Q) corresponden a imagenes bajo luz azul cobalto con lampara de
hendidura; (C),(H),(M),(R) son imagenes confocales de la cdrnea central;
(D),(),(N),(S) son imagenes confocales del epitelio basal de la cérnea central;
(E),(J),(0),(T) son imagenes confocales de las empalizadas de Vogt. Le Q, Xu
J, Deng SX. (2018) The diagnosis of limbal stem cell deficiency. Ocul Surf.

A través de la lampara de hendidura y tras realizar una tincién con
fluoresceina, en un ojo sano se observa el epitelio corneal transparente y
ninguna tincién. En cambio, si aparecen zonas con fluoresceina sobre la
cérnea o limbo significa que hay una lesion y, dependiendo de su magnitud, se
puede clasificar la insuficiencia limbica en leve, moderada o grave (Figura 4).
En los primeros estadios, comienza observandose una tincion en forma de
punteado que se ve bajo luz azul cobalto y, a medida que progresa, puede
verse un patron en espiral invadiendo desde el limbo hacia la cérnea.

El SIL se va transformando en una patologia mas severa segun aumenta
el grado de opacidad y turbidez epitelial y estromal, ademas de aparecer
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neovascularizacion. Esta neovascularizacién puede observarse por una
migracion de células conjuntivales a la cornea, que atraen vasos y pueden
aparecer generalmente en etapas moderadas (Figura 4)."°

En cuanto al reflejo del haz de luz, se convierte en irregular y pierde
transparencia debido al adelgazamiento de la superficie epitelial de algunas
zonas, e incluso puede terminar siendo opaco. Ademas, en estadios
avanzados, puede generarse un pannus fibrovascular, definido como una
inflamacion periférica de la cornea junto con vascularizacion, que se observa
bajo luz blanca. Otro signo caracteristico es la anatomia anormal del limbo y la
pérdida de sus caracteristicas estructurales, asi como el hallazgo de una
pelicula lagrimal inestable.

Aunque estos signos son caracteristicos de esta enfermedad, también
pueden estar presentes en otras patologias por lo que se debe valorar los
sintomas y demas hallazgos con otras técnicas para confirmar el diagnostico
del SIL.

1.2.2. TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA

La tomografia de coherencia 6ptica (OCT) es la herramienta que sirve
para obtener imagenes de la retina y nervio 6ptico de forma habitual, pero
también permite explorar el segmento anterior.

Es una técnica no invasiva que utiliza la interferometria de baja
coherencia, es decir, compara la luz infrarroja reflejada de las estructuras con
un haz de referencia, y realiza varios cortes transversales para conseguir una
imagen de alta resolucién.

Destacando la parte anterior del ojo, la OCT puede aportar informacion
de la cdérnea, limbo, camara anterior y angulo.

Se puede medir el grosor del epitelio y afirmar que en pacientes con SIL
se encuentra adelgazado. Un epitelio limbar delgado se relaciona con un dafo
en las empalizadas de Vogt y una pérdida de capas celulares. La OCT
proporciona informacion in vivo sobre el patrén de las empalizadas de Vogt y
su profundidad, que en ojos sanos aparecen con forma eliptica y baja
dispersion.>1°

También, gracias a la OCT se pueden observar signos patolégicos de
SIL como la pérdida de ondulaciones estromales y la pérdida de la clara
transicion epitelio-estroma. En ojos normales, la capa de células basales del
epitelio corneal se puede ver como una fila reflectante baja, y las fibras
nerviosas como un haz altamente reflectante.’

Se considera también un tipo de OCT a la herramienta de angiografia-
OCT, la cual permite obtener imagenes del flujo sanguineo gracias al contraste
intravenoso que se inyecta. En este caso, se estudia la circulacion a través de
las imagenes ya que el movimiento de la sangre va cambiando. En cuanto a los
pacientes con SIL, es relevante esta prueba para analizar la neovascularizacion
corneal patolégica y la vasculatura limbar. Una limitacion de esta técnica es
que la neovascularizacion es comun a otras patologias, por lo que no se puede
diagnosticar una deficiencia de células madre con esta prueba, pero si se
puede calificar el estadio de dicha patologia en caso de tenerla.™
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Los signos obtenidos con OCT en la cérnea y limbo son indicadores del
estado de salud de ambos tejidos, incluyendo las células madre, por lo que la
explgracién con esta técnica puede ser de gran ayuda en el diagndstico del
SIL.

Cornea Limbus  Conjunctiva
POV

Shadows of POV
b Normal control

intraepithelial
cysts

e Case1i5

Cornea

7

-
g’ Case 10

Figura 5. Patrones de las empalizadas de Vogt definidos como “normales” o
“anormales” segun los hallazgos de la OCT. (A) Flecha roja: disminucién del
espesor epitelial hacia los lados. Flecha verde: union cérnea-limbo. Flecha
azul: interfaz epitelio-estroma. Flechas blancas: vasos del estroma limbar. (B)
Flechas blancas: ubicacion de las empalizadas de Vogt. (C) Disminucion del
espesor epitelial de las empalizadas de Vogt. (D) Flechas azules: pérdida
interfaz epitelio-estroma de las empalizadas de Vogt. Flechas blancas: vasos
estromales dilatados. (E) Flechas rojas: epitelio de las empalizas disminuido.
(F) Flechas azules: interfaz epitelio-estroma desigual. Flechas blancas: vasos
estromales limbares dilatados. (G) Flecha verde: pérdida de la punta afilada
tipica de las empalizadas de Vogt. Flecha roja: disminucion del espesor epitelial
de las empalizadas de Vogt. (H) Sombras de las empalizadas de Vogt. Chen,
YY. et al. (2021) Spectral-domain optical coherence tomography for evaluating
palisades of Vogt in ocular surface disorders with limbal involvement.
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1.2.3. MICROSCOPIA CONFOCAL LASER DE BARRIDO IN VIVO

La microscopia confocal de barrido laser es una herramienta que permite
observar las partes oculares a nivel celular in vivo. Es un método no invasivo
cuyo funcionamiento se basa en focalizar una zona microscoépica y eliminar la
luz procedente de los planos adyacentes.°

Dando importancia al segmento anterior, este instrumento sirve para
explorar la morfologia del epitelio corneal, el estroma corneal y el limbo,
clasificandolo como sano o patolégico (Figura 6). En ojos sanos, el epitelio
corneal es transparente con células basales y células aladas definidas cuyos
nucleos no son visibles. También se puede detectar el plexo nervioso subbasal
en esta capa, y las empalizadas de Vogt hiperreflectantes en el area limbar. '

Con esta técnica se detectan también células caliciformes en cornea en
pacientes con insuficiencia limbica (conjuntivalizacion), uno de los signos clave
para su diagndstico.

En pacientes con SIL, suceden cambios en las células epiteliales
basales y aladas, teniendo estas los bordes menos definidos, nucleos
prominentes y estar asociadas a una pérdida de estratificaciéon corneal,
especifico de esta patologia. En etapas tempranas, los sujetos con SIL tienen
una disminucién de aproximadamente el 38% en densidad de células basales
del epitelio, y una reduccion del 58% en densidad nerviosa subbasal. A medida
que la enfermedad se vuelve grave, las células epiteliales comienzan a ser
metaplasicas y se observa neovascularizacion.™

Ademas, aparecen dafios en la morfologia limbar, habiendo también una
disminucién de la densidad celular en esta zona y, por tanto, un epitelio limbar
reducido.’® En cuanto a las empalizadas de Vogt, se ven alteradas o
desaparecen en pacientes con SIL. La degradacion de estas estructuras y la
invasiéon de células inflamatorias estan directamente relacionadas con la
progresion de la patologl'a.9 El plexo nervioso subbasal disminuye, es decir,
que la inervacion epitelial se ve alterada afectando al mantenimiento del
equilibrio de la cérnea. En pacientes con SIL grave, el plexo nervioso subbasal
no es detectable, sin embargo, esto no es un parametro especifico de la
deficiencia de células madre.

La microscopia confocal in vivo permite diagnosticar el SIL, valorar el
grado de severidad, y hacer un seguimiento de la progresion de la patologia
distinguiendo los cambios microestructurales.®
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Figura 6. Imagenes de microscopia confocal in vivo con barrido laser de (a) el
epitelio basal central, (b) el epitelio basal del limbo corneal y (c) las
empalizadas de Vogt. Dipika V. Patel et al. (2006) Laser Scanning In Vivo
Confocal Microscopy of the Normal Human Corneoscleral Limbus.

2. EVALUACION Y SEGUIMIENTO DEL SIL MEDIANTE HERRAMIENTAS
DE IMAGEN IN VIVO

El completo diagndstico del SIL incluye la exploracion mediante citologia
de impresion, lampara de hendidura, OCT y microscopia confocal in vivo,
mismos métodos que se utilizaran para el posterior seguimiento y evaluacion.

Como se ha hablado a lo largo del trabajo, los signos evaluados con
lampara de hendidura consisten en conjuntivalizacion, defectos epiteliales,
inflamacion de la superficie ocular, cicatrizacion y neovasos. Por otro lado, se
han descrito hallazgos clinicos, como la visualizacion de células caliciformes en
cérnea, obtenidos con microscopia laser confocal.

La evaluacion clinica con microscopia confocal y citologia de impresion
puede tanto confirmar el diagnéstico de la patologia como evaluar el
seguimiento y los resultados postoperatorios. Ademas, el estudio con OCT
sugiere también hallazgos precisos para el diagndstico del SIL, que son la
reflectividad epitelial y estromal, y la densidad vascular, que sirven de igual
modo para evaluar el seguimiento de la enfermedad y la evolucién de su
tratamiento. Esta evaluacion completa conlleva tiempo, premisa que retrasa el
diagnéstico.'®

Un diagndstico preciso del SIL y una buena clasificacion del mismo, son
las condiciones necesarias para proponer un tratamiento adecuado.

En cuanto al seguimiento del SIL, mediante las herramientas de imagen
in vivo que se han descrito en el trabajo, se pueden valorar y cuantificar los
cambios celulares en la coérnea y limbo, sirviendo como indicadores de la
progresion. Con las herramientas de imagen in vivo revisadas, es posible
reevaluar la superficie ocular y explorar los diferentes signos a diferentes
tiempos, con el fin de realizar un seguimiento del tratamiento aplicado u
obtener un nuevo diagnostico.

Por otro lado, la densidad de células basales, de los nervios subbasales y el
grosor epitelial son tres signos calificables para conocer el estadio de la
patologia. La combinacién de las pruebas con lampara de hendidura,

16



Merinero, M. Herramientas actuales de imagen in vivo para el diagndstico del sindrome de
insuficiencia limbica.

microscopia confocal in vivo, OCT Yy citologia de impresién, puede detectar este
tipo de cambios microestructurales para la estadificacion del SIL, tanto para la
evaluacion como para el seguimiento de los resultados tras la terapia.'®

Para poder realizar una correcta evaluacién del SIL, han de existir
criterios estandar que permitan clasificar la patologia de forma internacional,
asi como evaluar los resultados clinicos correspondientes a las diferentes
terapias.® Para evaluar estos resultados tras un tratamiento, es necesario
contar con este tipo de herramientas de imagen in vivo, que permitan analizar
la posible regeneracién y mantenimiento de la superficie ocular.'®

El seguimiento clinico tras un procedimiento quirurgico, se realizar cada cierto
tiempo para evaluar la superficie ocular. Se recogen muestras de diferentes
sectores de la cornea y se analizan para valorar el grado de afectacion. En
pacientes con SIL, mediante citologia de impresion se observan células
conjuntivales en cornea y células epiteliales metaplasticas. Tras el tratamiento,
en el seguimiento ha de ser evidente la mejora, encontrando un epitelio libre de
células caliciformes y la disminucion del numero de células inflamatorias. A lo
largo del tiempo, las células alteradas son mas escasas y los vasos sanguineos
son casi normales, encontrando entre los 12 y 24 meses una superficie ocular
practicamente normal."’

En general, los resultados tras las diferentes terapias, son favorables y
prometedores para recuperar la visidn de los ojos patologicos. Un epitelio
corneal sano es necesario para una buena visién y proteccién ocular.'

Figura 7. Imagenes clinicas del ojo de un paciente antes (A,B) y después (C,D)
de un trasplante epitelial limbal cultivado alogénico. Bains KK. et al. (2019)
Recovering vision in corneal epithelial stem cell deficient eyes.
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DISCUSION

Las diferentes herramientas actuales de imagen in vivo detalladas en el
presente trabajo son las mas especificas para poder reconocer un ojo con SIL.
Cada técnica nos aporta informacion diferente que es necesaria para distinguir
los signos clinicos caracteristicos de esta patologia y concluir con un
diagndstico eficaz.

En cuanto a la lampara de hendidura, es un método mas subjetivo donde
resaltan los signos patologicos y pueden ser captados tras una exploraciéon o
pasar desapercibidos. Para la realizacion de un buen diagndstico hacen falta
pruebas objetivas y demostradas cientificamente. En cuanto a la citologia de
impresion, demuestra la existencia de células caliciformes en cornea si estan
en la zona donde se muestrea, una limitacion a tener en cuenta.™

El trabajo destaca, sobre todo, la importancia de las herramientas de
caracter in vivo, siendo el OCT y la microscopia confocal las mas relevantes.

El laser confocal in vivo permite el diagnostico de todas las capas de la
cérnea y de la estructura limbar de forma microscépica. Es una técnica muy
discriminatoria y, junto con la citologia de impresion sirven para evaluar la
composicion del epitelio y su posterior seguimiento tras el correspondiente
tratamiento. La exploracion con lampara de hendidura puede determinar la
zona afectada y facilitar la ubicacion de la patologia para el posterior examen
con microscopia confocal in vivo.'°

Los signos clinicos como la neovascularizacion, la opacidad corneal, la
tincion con fluoresceina y el pannus fibrovascular, no son patognomonicos del
SIL, es decir, estan presentes en otras patologias. Lo mas distintivo de la
insuficiencia limbica es la invasion de tejido conjuntival en cornea, por lo que
cualquier instrumento que detecte este signo, puede ser de gran ayuda. Sin
embargo, aparte de la conjuntivalizacién, se sabe que la disminucién de
densidad de células epiteliales limbares y del plexo nervios subbasal son
propias de esta condicion. En resumen, se puede decir que, estos signos por
separado no nos aportan un diagndstico, pero en conjunto se consideran
signos caracteristicos del SIL.2

El diagndstico y la estadificacion del SIL se definen por la suma de los
resultados adquiridos con las diferentes herramientas propuestas para
administrar posteriormente un tratamiento especifico.

La OCT de segmento anterior y la microscopia laser confocal
complementan a la citologia de impresion tanto para el diagndstico como para
el seguimiento del paciente.
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CONCLUSIONES

1.

Para realizar un diagndstico preciso del sindrome de insuficiencia
limbica, es necesario encontrar herramientas que aporten
informacion a nivel microscépico, tanto celular como estructural o
histoldgico.

Las herramientas de imagen in vivo, como la OCT y la microscopia
laser confocal, complementadas con las convencionales, aportan
informacion imprescindible para poder realizar un diagndstico vy
seguimiento preciso del SIL.

Gracias a los avances tecnolégicos y a la continua investigacion, se
progresa hacia un conocimiento mas preciso sobre el SIL, su
diagnostico y su tratamiento.
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