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La superficie ocular se encuentra formada por la conjuntiva (palpebral, bulbar y fondos
de saco), la cérnea (epitelio y estroma subyacente), el limbo esclerocorneal (zona
anatémica de transicion entre la conjuntiva y la cornea) y la pelicula lagrimal. Todas
estas estructuras se comportan como una verdadera unidad funcional de manera que
una alteracion significativa en una de ellas con frecuencia acaba afectando al resto.
Las alteraciones de la conjuntiva y de la cérnea representan una parte muy importante
en la patologia de la superficie ocular y en la oftalmologia.

En los Ultimos afios se ha producido un gran avance en los conocimientos de la
fisiopatologia y la terapéutica de las enfermedades de la superficie ocular, y ello ha
permitido mejorar los resultados en distintas patologias de la conjuntiva y de la cérnea.
Sin embargo, algunas de ellas siguen representando un verdadero reto terapéutico.
Distintos trabajos publicados en los Ultimos afios sobre el trasplante de membrana
amnidtica han mostrado resultados satisfactorios desde el punto de vista clinico en
multiples situaciones patoldgicas de la conjuntiva y de la cérnea.

Tras la reseccion de lesiones conjuntivales extensas, el lecho escleral que resulta
expuesto debe ser cubierto para evitar complicaciones importantes como la infeccion,
necrosis o cicatrizacién excesiva. En este sentido, la membrana amnidtica parece un
sustrato ideal para la regeneracion conjuntival, con resultados en principio superiores a
los que ofrecen otras alternativas quirdrgicas disponibles hasta ahora.

Las Ulceras corneales neurotréficas que no responden al tratamiento médico
convencional presentan importantes dificultades para su curacion, llegando muchas de
ellas a la perforacién ocular. En estos casos, y en otros tipos de defecto tisular del
estroma corneal, el injerto de membrana amnidtica ha demostrado también en algunas
series su utilidad, aunque con periodos de seguimiento limitados.

Finalmente, los defectos epiteliales persistentes constituyen también un grupo de
lesiones corneales que, cuando no responden al tratamiento médico, presentan un

dificil manejo. En estos casos, que con frecuencia evolucionan hacia la ulceracién, con
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aparicion de leucomas permanentes o incluso perforacion, el trasplante de membrana
amniotica podria también ser util.

Los tres grupos mencionados incluyen patologias de dificii manejo con los
tratamientos existentes hasta la fecha, y en los que el trasplante de membrana
amniética parece representar una alternativa terapéutica eficaz.

En los articulos presentados en este trabajo de investigacion se recogen todos los
casos de trasplante de membrana amnittica realizados por el autor en estas
patologias durante los afios 1999 y 2000 (en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y
en el Instituto de Microcirugia Ocular), con el objeto de conocer la eficacia, seguridad y
estabilidad de los resultados obtenidos con las distintas formas de implante, y con un
periodo de seguimiento superior al de los trabajos publicados anteriormente.
Asimismo, se analizan desde el punto de vista anatomopatolégico algunos de los
tejidos receptores meses después del implante, para conocer el comportamiento

histolégico de la membrana amnidtica y sus mecanismos de reabsorcion.
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2.1.- ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA SUPERFICIE OCULAR

2.1.1.- CONJUNTIVA

La conjuntiva es una membrana mucosa que recubre la superficie interna del parpado
y la superficie anterior del globo ocular. Se compone de la conjuntiva palpebral, la
conjuntiva de los fondos de saco y la conjuntiva bulbar, y es imprescindible para el
mantenimiento de la integridad ocular. Ademas de proteger al globo ocular permite los
movimientos de éste, y funciona como un reservorio de lagrimas. Ello, junto a la
mucina secretada por las células caliciformes, permite la correcta lubricacion de la
superficie ocular. Por (ltimo, junto a la proteccién mecanica, la conjuntiva asegura
también el aporte de agentes antimicrobianos y elementos inmunoldgicos. Por estos
motivos, las alteraciones que se produzcan en la conjuntiva pueden conducir a la
restriccion de los movimientos oculares, a anomalias en la composicién o la funcion de
la pelicula lagrimal, y disminuir la resistencia frente a agentes infecciosos. Ademas, si
estas alteraciones son importantes, van a provocar también patologia en el resto de

las estructuras que componen la superficie ocular.

2.1.1.1.- Anatomia de la conjuntiva

La conjuntiva se extiende desde el limbo esclerocorneal hasta la union mucocutanea
del margen palpebral. Los fondos de saco conjuntivales permiten un movimiento
independiente del globo ocular y el parpado. Los pliegues de la superficie conjuntival
aumentan el area total de la conjuntiva y disminuyen el &rea de contacto entre
conjuntiva bulbar y palpebral, reduciendo por tanto el roce que se produce entre

ambas con los movimientos oculares.
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El fondo de saco superior, mayor que el inferior, se mantiene por unas finas fibras
musculares que van desde la superficie profunda del musculo elevador del parpado
hasta la conjuntiva. Ello evita que la conjuntiva del fondo de saco superior caiga
blogueando la vision en los desplazamientos superiores del globo ocular. La conjuntiva
temporal queda fijada también por unas finas fibras al tendén del musculo recto lateral,
lo cual mantiene la posicién de la conjuntiva en los movimientos horizontales. En la
zona nasal no existe un verdadero fondo de saco, excepto en los movimientos de
aduccion. A este nivel, unas finas cintas fibrosas del tendén del musculo recto medio
se insertan profundamente en el pliegue semilunar y la carincula. Con la contraccion
del recto medio estas fibras se tensan y forman un fondo de saco medial durante la
aduccion. La superficie total del saco conjuntival en el adulto incluyendo la cérnea es

de 16 cm? en cada ojo (Records RE, 1994).

La carincula est4 formada por un tejido carnoso, blando de unos 4-5 mm de ancho y
unos 3-4 mm de alto, localizado en la zona interna de la fisura palpebral. Est4 adherida
al recto medio y sigue al pliegue semilunar en los movimientos oculares. Presenta de
15 a 20 foliculos pilosos asociados a glandulas sebaceas, y puede también contener
acinos de las glandulas lagrimales accesorias, I6bulos de grasa, fibras de musculo liso,
y raramente cartilago. Bajo la carincula se encuentran algunas glandulas sebéaceas,
similares a las de Meibomio, que se abren a su superficie. El pliegue semilunar es,
como su nombre indica, un pliegue de conjuntiva localizado a nivel del tercio interno de
la conjuntiva bulbar y que se extiende hasta la cardncula. De hecho, corresponderia a
un fondo de saco evertido, y la ausencia de dicho fondo de saco en la zona medial es
la que permite la eliminacion de las lagrimas de la superficie ocular de una manera
efectiva. El pliegue semilunar mide de 3 a 6 mm y puede contener un ndédulo

aberrante de cartilago, un lébulo de grasa y melanocitos.
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A nivel de la union mucocutanea del margen palpebral existe una abrupta transicién
entre un epitelio escamoso, estratificado, queratinizado y el epitelio mucoso no
queratinizado de la conjuntiva palpebral. A través de la transparente conjuntiva
palpebral pueden observarse las glandulas de Meibomio como estructuras lobuladas
amarillentas en el tarso del parpado superior e inferior, y con un trayecto perpendicular
al margen palpebral. Sobre la unibn mucocutanea se encuentra una banda hidrofébica
de lipidos secretados por las glandulas de Meibomio, y que separa la porcién anterior
seca y queratinizada del parpado, de la parte posterior hUmeda y no queratinizada. La
union mucocutanea puede variar en relacion a los orificios de las glandulas de
Meibomio segin cambios en la posicién del parpado, ya que estos pueden alterar el

area cubierta por el menisco lagrimal.

La conjuntiva tarsal se encuentra fuertemente adherida al tarso, por lo que no existe
un plano tisular accesible para la diseccién. A lo largo de la superficie tarsal, y dos
milimetros posterior al margen palpebral, se encuentra el surco subtarsal. Este surco
corre paralelo al margen palpebral ocupando la mayor parte de la longitud del tarso.
Entre el margen palpebral y el surco tarsal existen mdltiples crestas y surcos que
comunican con invaginaciones de las células caliciformes del epitelio conjuntival y que
reciben el nombre de criptas de Henle. Las criptas son mas numerosas en la
conjuntiva nasal y alrededor del pliegue semilunar. Las glandulas lagrimales
accesorias se localizan en la conjuntiva de los fondos de saco (glandulas de Krause) y

en la conjuntiva palpebral por encima o dentro del tarso (glandulas de Wolfring).

La conjuntiva bulbar es mas lisa y estd menos adherida a los tejidos subyacentes que
la conjuntiva tarsal. A nivel del limbo esclerocorneal se observan una serie de crestas
dispuestas de forma radial desde la cornea hacia fuera y que reciben el nombre de

empalizadas de Vogt. Estas crestas estan formadas por elevaciones del epitelio y
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condensaciones del estroma subyacente y pueden retener pequefios cuerpos extrafios

entre ellas.

2.1.1.2.- Histologia de la conjuntiva

El epitelio conjuntival varia en espesor y apariencia desde el margen palpebral hasta el
limbo. A diferencia de otros epitelios escamosos estratificados, las células caliciformes
se encuentran dispersas y adheridas a las células epiteliales adyacentes. La
localizacién de las células germinales para el epitelio conjuntival y las células

caliciformes sigue aln sin conocerse con certeza.

- Conjuntiva palpebral y de los fondos de saco.

El epitelio conjuntival de los fondos de saco se compone de dos o tres capas celulares
en el tarso superior y de cuatro o cinco capas celulares en el tarso inferior. A nivel de
los fondos de saco el epitelio tiende a ser mas columnar, mientras que el epitelio
conjuntival palpebral es mas cuboide. Con frecuencia se observan quistes
intraepiteliales producidos por la oclusién de las criptas de Henle, conteniendo en su

interior mucina secretada por las células caliciformes.

- Conjuntiva bulbar

El epitelio de la conjuntiva bulbar es de tipo escamoso estratificado y lo componen de
seis a nueve capas de células dispuestas unas sobre otras de una manera irregular.
Las células epiteliales basales e intermedias contienen mas y mayores mitocondrias
que el epitelio corneal, lo cual sugiere un mayor nivel de metabolismo oxidativo. Las

membranas celulares epiteliales presentan abundantes pliegues e interdigitaciones
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incompletas con las células adyacentes. Esta configuracion causa amplios espacios
intercelulares en los cuales pueden acumularse anticuerpos y células inflamatorias
procedentes de los vasos subyacentes. Ademas, tanto elementos infecciosos como las
sustancias aplicadas tépicamente pueden acceder a los espacios intracelulares y de
alli a los capilares subconjuntivales y a la circulacién sistémica. En la superficie de las
microvellosidades o interdigitaciones que forma el epitelio conjuntival se encuentra un
glucocalix secretado por unas vesiculas intraepiteliales que contienen mucina (Dilly
PN, et al.1981). Sus moléculas glucoproteicas de cadena larga mantienen la
estabilidad de la pelicula lagrimal anclando la mucina producida por las células
caliciformes a la superficie conjuntival. El epitelio de la conjuntiva bulbar se encuentra
adherido a una fina lamina basal, discontinua en algunos lugares, con relativamente
pocos hemidesmosomas. Esta configuracion permite el paso de otras células al
estroma conjuntival o epitelio, de manera que podemos encontrar linfocitos,

melanocitos, y células de Langerhans en la region suprabasal del epitelio.

- Limbo esclerocorneal

Al igual que ocurre en el margen palpebral, a nivel del limbo se produce una transicién
gradual del epitelio columnar, estratificado, no queratinizado de la conjuntiva al epitelio
escamoso, estratificado, no queratinizado de la cérnea.

Presenta de siete a diez capas celulares, con unas adherencias célula-célula y célula-
sustrato similares a las de la cérnea. Las zonas de epitelio escamoso estratificado a
nivel del margen palpebral y limbo corresponden a las areas de contacto mas
frecuente y mayor presion entre la superficie palpebral y bulbar. Este factor mecénico
de movimiento palpebral y presion aposicional podria ser el principal estimulo para la
formacion de un epitelio escamoso estratificado en el margen palpebral y limbo
(Podhorany G, et al. 1967). En la capa basal del limbo esclerocorneal residen las

células germinales del epitelio corneal.
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- Células caliciformes conjuntivales

Las células caliciformes son glandulas unicelulares secretoras de mucina, y
representan aproximadamente del 5 al 10 % de las células basales. No se sabe si
estas glandulas son holocrinas o apocrinas, y tampoco se conoce si existen
precursores o células germinales para las células caliciformes ni el lugar donde éstos
podrian residir. El ndcleo y los organulos citoplasméaticos se encuentran desplazados
hacia la zona basal de la célula, mientras que la zona apical contiene acumulos de
mucina que dan el aspecto de copa o céliz. Existen fuertes adhesiones entre ellas y

las células adyacentes.

La densidad de células caliciformes se encuentra entre 1000 y 56.000 células / mm 2y
se pueden encontrar aisladas o formando grupos. Son mas numerosas en la
conjuntiva tarsal y bulbar inferonasal (Kessing SV. 1968, Allansmith MR, et al. 1981) y
escasas en la zona temporal y limbo. La mayor densidad de células caliciformes se
encuentra en los adultos jovenes y posteriormente disminuye hasta los 30 afios, edad
a partir de la cual permanece mas o menos constante (Kessing SV. 1968). La
densidad de células caliciformes se encuentra reducida en algunas enfermedades
oculares locales (gueratoconjuntivitis sicca, penfigoide ocular cicatricial, sindrome de
Stevens-Johnson, y causticaciones) (Ralph RA. 1975, Nelson JD, et al. 1984) y puede
verse influenciada por distintos factores ambientales externos (humedad, temperatura,
polucién) (Waheed MA, et al. 1970). La pérdida de células caliciformes es un signo

precoz de metaplasia escamosa (Tseng SCG, et al. 1984).
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- Sustancia propia

La conjuntiva descansa sobre un tejido conectivo fibrovascular, que varia en grosor y
densidad. En la conjuntiva palpebral la sustancia propia es fina y compacta, y se
adhiere al tarso de una manera mas firme en el parpado superior que en el inferior. En
los fondos de saco es gruesa y poco adherida al globo ocular y al septo orbitario. En
la zona temporal se extiende hasta el canto externo y en la zona nasal hasta el pliegue
semilunar. En el limbo esclerocorneal es fina y compacta, y a este nivel se fusiona con

la capsula de Tenon y los tejidos epiesclerales.

La sustancia propia puede dividirse en dos capas: superficial y profunda. La capa
superficial se compone de tejido conectivo poco denso. Esta capa no se encuentra
presente en el momento del nacimiento y empieza a formarse a las 8-12 semanas de
vida. En el adulto hay una capa de unas 50 —70 micras de espesor compuesta por
linfocitos (capa adenoide), mas prominente en la zona inferior. En la conjuntiva normal,
sin inflamacién, no existen unos verdaderos foliculos con centros germinales; sin
embargo, los linfocitos pueden ser estimulados y formar foliculos reactivos con centro
germinal. Los foliculos tienden a elevar el epitelio conjuntival formando pequefios
nédulos redondeados. El crecimiento de un vaso en el centro del foliculo hace que
este cambie y pase a convertirse en una papila, la cual generalmente indica una

reaccién inflamatoria de mayor cronidad.

La capa profunda, fibrosa, contiene nervios y vasos sanguineos y linfaticos. Los
capilares proceden de las arterias ciliares anteriores, las cuales son rama de la arteria
oftalmica, y drenan al plexo epiescleral. Los vasos linfaticos drenan en el plexo
epiescleral, el cual se une al sistema de drenaje de los parpados que a su vez drena
en los ganglios submandibular y preauricular. La inervacion sensorial procede de la

division oftalmica del nervio trigémino (V4).
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2.1.1.3.- Vascularizacion de la conjuntiva

La conjuntiva palpebral y los parpados poseen una vascularizacion comun que
procede de las ramas terminales de la arteria oftalmica: arterias dorsal, nasal, frontal,
supraorbitaria y lacrimal. Las arterias facial, superficial, temporal e infraorbitaria, ramas

de la arteria facial, también aportan un suplemento vascular.

En la conjuntiva bulbar el aporte vascular procede de ramas de las arterias ciliares
anteriores, que a su vez son continuacién de ramas musculares que vascularizan a los
musculos rectos, y que forman el plexo marginal superficial del limbo. Ramas del
sistema arterial ciliar anterior bulbar se anastomosan en los fondos de saco con vasos
recurrentes que proceden de la conjuntiva palpebral. Los vasos conjuntivales
mantienen su distribucién superficial, y una circulacion méas profunda proporciona el
aporte vascular a las arcadas corneales periféricas, iris y cuerpo ciliar. Los procesos
inflamatorios de la conjuntiva producen una congestion o hiperemia de los vasos
superficiales, mas intensa al alejarse del limbo; mientras que los procesos
inflamatorios de la cOrnea, iris o cuerpo ciliar van a producir una dilatacion de los

vasos profundos, mas intensa alrededor del limbo.

Los capilares conjuntivales son en general fenestrados, a excepcion de algunos de los
vasos profundos. La fenestracion permite un paso mas rapido del contenido luminal
durante los procesos inflamatorios. En la irritacion, inflamacién o infeccion conjuntival,
y en la inflamacién intraorbitaria severa, se produce una pérdida de proteinas
plasmaticas de los capilares conjuntivales mas rapida de lo que el fluido puede pasar
entre las células epiteliales. Este proceso causa un engrosamiento del epitelio y una
guemosis de la conjuntiva (Lockard I, et al. 1967). La dilatacion vascular también varia

durante el ciclo menstrual (Landesman R, et al. 1953).
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El drenaje venoso de la conjuntiva palpebral se produce a partir de las venas
postarsales del parpado, que se unen a las ramas faciales profundas de la vena facial
anterior y el plexo pterigoideo. Las venas de la conjuntiva bulbar drenan al plexo

venoso epiescleral, el cual a su vez drena al plexo intraescleral.

2.1.1.4.- Drenaje linfatico de la conjuntiva

La conjuntiva contiene una rica red anastomética de vasos linfaticos que drena al
plexo epiescleral. Muchos pequefios e irregulares vasos linfaticos nacen a 1 mm del
limbo y se anastomosan formando grandes vasos colectores en la capa profunda de la
sustancia propia. Ocasionalmente, éstos pueden visualizarse como vasos muy
dilatados e irregulares denominados linfangiectasias. Los vasos linfaticos de la
conjuntiva se unen a los de los parpados y drenan medialmente a los ganglios

linfaticos submandibulares y lateralmente a los ganglios preauriculares.

2.1.1.5.- Inervacién de la conjuntiva

La inervacién sensorial de la conjuntiva es esencial para mantener una conjuntiva y
una superficie ocular sana. La conjuntiva estd ricamente inervada por terminaciones
nerviosas libres que procedentes de las ramas lacrimal, supraorbitaria, supratroclear e
infraorbitaria, que a su vez son rama de la rama oftalmica del nervio trigémino (V,). El
umbral para la sensibilidad tactil conjuntival es 100 veces superior al que existe en el
centro de la cérnea. Hay menor sensibilidad en el area perilimbal y mayor sensibilidad
en la conjuntiva palpebral marginal (Records RE. 1994). La sensacion de dolor puede
aparecer cuando existe inflamacion, un defecto epitelial o ante una situacién de

hipoxia, ya que todos ellos causan una alteracion de las terminaciones nerviosas.
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Algunos péptidos de pequefio tamafio producidos en las situaciones de inflamacién
pueden estimular las terminaciones nerviosas y aumentar el dolor. Ademas la
inflamacién puede también disminuir el umbral de dolor. Las sensaciones mas
comunes que refieren los pacientes son picor, quemazon, y sensacion de cuerpo

extrano.

2.1.1.6.- Flora conjuntival habitual

La conjuntiva dispone de una buena proteccién frente a las infecciones. Los
principales mecanismos de defensa incluyen el barrido mecanico que produce el
parpadeo, Yy la presencia de lisozima, lactoferrina y otros factores antimicrobianos en
la lagrima. También la llegada de anticuerpos y células inflamatorias al epitelio
conjuntival procedentes de la circulacién sistémica ayuda a aumentar la proteccion
frente a las infecciones. Estos mecanismos de defensa permiten la presencia de
algunos gérmenes en la superficie ocular sin que produzcan patologia. Sin embargo,
cualquier alteracién en los mecanismos de defensa conduce a un aumento en el

numero y severidad de las infecciones oculares.

En la conjuntiva de sujetos sanos se encuentra con frecuencia Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus y Streptococcus viridans. Ademas, un 10% de
adultos, un 5% de nifios y un 1% de recién nacidos presentan cultivos positivos a
hongos (Hammeke JC, et al. 1960). Cuando se encuentra un organismo en un 0jo,
normalmente el cultivo es también positivo para el mismo gérmen en el o0jo

contralateral.
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2.1.2.- CORNEA

La cOrnea es la Unica porcion de la tunica externa del globo ocular que es transparente
lo cual le permite tener una funcion refractiva. Ademas posee una gran resistencia
mecanica Yy actla de barrera quimicamente impermeable entre el ojo y el ambiente.
Respecto a la visibn, la cérnea se encuentra especializada estructural y
funcionalmente para conseguir las propiedades 6pticas requeridas. Es una estructura
avascular que absorbe el oxigeno del ambiente en la superficie corneal anterior y que
obtiene la mayoria de nutrientes adicionales a partir del humor acuoso en la superficie
corneal posterior. Algunas de las funciones protectoras y de las propiedades opticas
de la cornea dependen de los tejidos adyacentes, como la conjuntiva y las glandulas
lagrimales. La mucina y la lagrima que éstas producen se extiende sobre la cérnea
gracias al movimiento de parpadeo, resultando en una superficie corneal anterior lisa.
La resistencia mecanica de la cérnea se debe a su matriz de coldgeno, distinta a la de
la piel o a la de la esclera contigua, y que requiere la presencia de mecanismos que
regulen la hidratacion para mantener la transparencia. Para la funcién de proteccion, la
cérnea se encuentra dotada de una inervacion extraordinariamente sensitiva. A
diferencia de la piel, que posee unas terminaciones nerviosas anatémicamente
complejas, la cérnea cuenta con terminaciones nerviosas libres, ya que receptores

neurales especializados podrian comprometer la transparencia corneal.

2.1.2.1.- Anatomia de la cérnea v propiedades dpticas

La cérnea es un tejido avascular, transparente que se encuentra expuesto al ambiente
externo. La superficie corneal anterior esta cubierta por la pelicula lagrimal mientras
gue la superficie posterior esta directamente bafiada por el humor acuoso. La cornea

transparente se continua con la esclera opaca y con la conjuntiva semitransparente. La
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zona de transicién entre la cérnea y la esclera es el limbo, altamente vascularizado y
en el que se encuentra el reservorio de células germinales del epitelio corneal. La
forma de la superficie corneal anterior es convexa y asférica. Esta superficie anterior
es transversalmente oval como resultado de una escleralizacion en la zona superior e

inferior.

La cornea de un adulto mide de 11 a 12 mm horizontalmente y de 9 a 11 mm
verticalmente. Su grosor es aproximadamente de 0.55 mm en el centro, y aumenta
gradualmente hacia la periferia de la cérnea donde tiene alrededor de 0.7 mm. El radio
de curvatura no es constante en toda la superficie corneal, siendo mas curvo en el
centro y mas plano en la periferia, lo cual da lugar a una superficie asférica. El radio de
curvatura es de 7.5 — 8.0 mm en la zona Optica de los 3 mm centrales, donde la
superficie es casi esférica. El poder refractivo de la cornea es de 40 a 44 dioptrias. De
esta manera, la cornea proporciona aproximadamente 2/3 del poder refractivo total del

ojo.

Las propiedades Opticas de la coérnea vienen determinadas por distintos factores:
contorno, transparencia, regularidad de su superficie e indice refractivo. El factor
fundamental en la transparencia es la disposicion de las fibras de colageno en el
estroma. Tanto el diAmetro medio de las fibras de colageno como la distancia media
entre ellas es muy homogéneo y mide menos de la mitad de la longitud de onda de la
luz visible (400 a 700 nm). Esta relacion anatémica se cree que es la responsable de
que la luz dispersada por cada fibra de colageno cuando incide un rayo sea anulada
por la interferencia de otros rayos dispersados, lo cual permite el paso de la luz a
través de la cérnea. Si el didmetro de las fibras de colageno o la distancia entre ellas
varia (como en la fibrosis o el edema), la cornea pierde su transparencia y se produce

la dispersion de los rayos de luz incidentes.
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El epitelio corneal y la pelicula lagrimal contribuyen de una manera crucial en el
mantenimiento de una superficie corneal lisa y regular. En los pacientes con sindrome
de ojo seco la pérdida de una lubricacion adecuada conduce a la queratopatia
punteada superficial, y por tanto a una superficie irregular. Por ultimo, la superficie
esferocilindrica de la cérnea normalmente posee una eje de mayor y otro de menor
curvatura, situados a 90°. Si el contorno corneal se ve alterado por alguna
circunstancia patoldgica (cicatrizacion, adelgazamiento, queratocono...) aparecera el

astigmatismo, ya sea en su forma regular o irregular.

2.1.2.2.- Histologia vy fisiologia de la cornea

Las células que encontramos en la cornea son las células epiteliales, los queratocitos
(fibroblastos estromales) y las células endoteliales. Las células epiteliales derivan del
ectodermo epidermal, mientras que los queratocitos y las células endoteliales tienen
su origen en la cresta neural (neuroectodermo). La cornea esta formada por tres capas
celulares y dos interfases: epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de
Descemet y endotelio (figura 1). Los distintos componentes interactdan entre ellos

para mantener la integridad y funcion de estructura.

- Epitelio corneal

El epitelio corneal se compone de células epiteliales escamosas, estratificadas, no
queratinizadas. EI grosor del epitelio es de unas 50 um, lo cual representa
aproximadamente un 10 % del espesor corneal total. Dicho grosor se mantiene
constante en toda la superficie corneal. Sin embargo, si se produce un adelgazamiento
estromal (por ejemplo tras la ablacién del estroma con laser excimer o tras una

ulceracion) el grosor del epitelio si que aumenta mediante una hiperplasia epitelial, en
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un intento de mantener la superficie epitelial a la misma altura (Hanna KD, et al. 1989).
Segun este dato, probablemente el grosor del epitelio corneal venga regulado, no por

el nimero de capas celulares, sino por el estado del estroma subyacente.

El epitelio corneal se compone de cinco a siete capas de tres tipos diferentes de
células epiteliales: de dos a tres capas de células superficiales, dos a tres capas de
células aladas, y una monocapa de células basales columnares. Estas Ultimas se
encuentran adheridas a la membrana basal, que a su vez descansa sobre la
membrana de Bowman. La estructura del epitelio corneal es similar a la de la piel,
aunque sin queratina. Solo las células basales tiene actividad proliferativa, y las
células hijas gradualmente emergen hacia la superficie de la cornea diferenciandose
primero en células aladas y posteriormente en células superficiales. Este proceso de
diferenciacion tarda entre 7 y 14 dias antes de que las células superficiales sean

descamadas a la pelicula lagrimal (Hanna C, et al. 1961).

El epitelio, junto a la pelicula lagrimal, contribuye al mantenimiento de una superficie
corneal Opticamente lisa. En los pacientes con sindrome de ojo seco la superficie
corneal se deshidrata, lo que conduce a la aparicion de extensas irregularidades en
ella. Esta falta de regularidad en la superficie epitelial degrada la imagen Optica y
produce visiébn borrosa. Otra importante funcién fisioldgica del epitelio corneal es
actuar como una barrera a las agresiones externas bioldgicas y quimicas. La
presencia de fuertes adhesiones intercelulares dificulta el paso de sustancias quimicas
a las capas mas internas de la cérnea. De la misma manera dificulta que la lagrima
pueda penetrar facilmente en el estroma, lo cual produciria un edema estromal que
interferiria con la transmisién de la luz a través de la cérnea. El epitelio, por ser la capa
mas externa de la cOrnea, esta continuamente expuesto a la agresioén o invasion de
agentes infecciosos y por ello son tan importantes las fuertes adhesiones

intercelulares y la rapida regeneracion celular.



Figura 1. Corte histologico de las capas de la cornea: epitelio (1), membrana de

Bowman (2), estroma (3), membrana de Descemet (4) y endotelio (5)

Los componentes celulares del epitelio también juegan un papel importante en la
inmunologia corneal. Las células de Langerhans se encuentran en abundancia en la
proximidad del limbo esclerocorneal, mientras que no se han encontrado en la zona
central de corneas normales (Hacket DJ, et al. 1981, Gillette TE, et al. 1982). Las
células de Langerhans son macréfagos especializados que derivan de la médula 6sea
y se cree que tienen un papel importante en el procesamiento de los antigenos. Estas
células expresan los antigenos linfocitarios humanos (HLA) de clase Il, y parece ser

que participan en el brazo aferente de la respuesta inmune ocular presentando el
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antigeno al huésped (Rubsamen PE, et al. 1984). Su nimero aumenta en condiciones
de inflamacion ocular y disminuye con el uso de corticoides (Whitsett CF, et al. 1984).
Ante lesiones de la cornea central, las células de Langerhans periféricas migran hacia

el centro.

- células superficiales: en la superficie del epitelio corneal se encuentran de dos a
tres capas de células en estado terminal de diferenciacion. Se trata de células
poligonales, extremadamente planas, con un didmetro de 40 a 60 um y un grosor
de 2 a 6 um. La superficie de estas células se encuentra cubierta de
microvellosidades que aumentan el area total de superficie y permiten un mayor
intercambio activo de oxigeno y nutrientes entre la célula y la lagrima.

La membrana celular epitelial es una bicapa lipidica e hidrofébica. En ella se
localizan numerosas moléculas glucolipidicas o glucoproteicas, y estas particulas a
Su vez se encuentran cubiertas por oligosacaridos. Colectivamente, esta
estructura se denomina glucocdlix y mantiene las propiedades hidrofilicas de las
células epiteliales. El glucocdlix interactla con la capa mucosa de la pelicula
lagrimal. La estructura normal en tres capas de la pelicula lagrimal depende de la
presencia de glucocalix y mucina para su interaccién con la cornea. La pérdida de
glucocalix en las células del epitelio corneal y de células caliciformes en el epitelio

conjuntival produce inestabilidad de la pelicula lagrimal.

Como ya se ha comentado anteriormente, las células superficiales se encuentran
fuertemente adheridas entre ellas mediante desmosomas y complejos de unién, lo
cual previene la penetracion de sustancias a través de los espacios intercelulares.
Si se interrumpe la continuidad del epitelio corneal el material acuoso puede
facilmente penetrar en el estroma. Estas caracteristicas anatomicas representan la
funcion de barrera mecanica del epitelio corneal, que a su vez puede ser evaluada

midiendo las cantidades de fluoresceina en el estroma corneal mediante
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fluorofotometria. En algunos casos, como la diabetes, esta barrera se encuentra

alterada.

células aladas: por debajo de las células superficiales encontramos de dos a tres
capas de células llamadas aladas por su forma, y que se encuentran en un estado
intermedio de diferenciacion entre las células basales y las superficiales. Las
células aladas presentan interdigitaciones entre ellas, y sus organelas

citoplasmaticas son relativamente escasas.

células basales: la monocapa de células basales columnares, cuboides,
descansa sobre la membrana basal. De entre los diferentes tipos de células
epiteliales corneales, soélo las células basales poseen actividad mitética,
formandose a partir de ellas las células aladas y superficiales. Como corresponde
a unas células con gran actividad mit6tica, contienen mayor cantidad de organelas
intracelulares, ribosomas libres, reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias,
centriolos, microfilamentos, microtdbulos, y granulos de glucégeno que las células
aladas o superficiales. El nucleo de las células basales se encuentra desplazado
anteriormente. Existen interdigitaciones en las zonas apical y lateral, ademas de
distintos mecanismos de unién: desmosomas, complejos de union (zonula
adherens). La superficie posterior de las células basales es plana, y se une a la
membrana basal mediante hemidesmosomas unidos a fibras de anclaje de
colageno tipo VIl (Gipson IK, et al. 1987). EIl colageno tipo VII, una molécula larga
e infrecuente, es secretado por las células basales epiteliales. Las fibras de anclaje
penetran la membrana basal y llegan al estroma, donde forman placas de anclaje
con colageno de tipo I, el cual representa el principal componente del estroma
corneal. Estas fibras de anclaje son basicas para mantener la adhesién de las

células basales con la membrana basal y el estroma.
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membrana basal: como en otras localizaciones del cuerpo, las células basales del
epitelio corneal secretan y forman una membrana basal de aproximadamente 40 a
60 nm de espesor. Con microscopia electronica de transmisién se diferencian dos
zonas en su interior: la lamina lucida (capa mas pélida, adyacente a la membrana
celular) y la ldmina densa (capa mas oscura). Los principales componentes de la
membrana basal son el colageno tipo IV y la laminina. La membrana basal
constituye un excelente sustrato sobre el que las células pueden migrar, y su
presencia entre el epitelio basal y el estroma subyacente fija la polaridad de las
células epiteliales. Por este motivo se cree que la membrana basal es importante
en el mantenimiento de un epitelio corneal estratificado y bien organizado, y por
tanto juega un importante papel en los procesos de reparacion epitelial. Tras una
desepitelizacion, la nueva membrana basal tarda mas de una semana en formarse,
y la fibronectina es la sustancia que temporalmente actla como matriz durante
este periodo. Por tanto, la fibronectina juega un importante papel en la fase aguda,
mientras que la laminina y el coldgeno tipo IV son esenciales en el mantenimiento

epitelial definitivo.

Membrana de Bowman:

La membrana de Bowman es una estructura acelular que se encuentra en la interfase

entre el epitelio corneal y el estroma corneal de los humanos y otros mamiferos. En

realidad no es exactamente una membrana sino una simple condensacion de fibras de

colageno y proteoglicanos, con unas 12 um de espesor. Las fibras de colageno en la

membrana de Bowman son primariamente colageno de tipo | y I, y su diametro es de

20 — 30 nm, aproximadamente dos tercios del grosor que encontramos en el estroma

corneal.

La membrana de Bowman se considera la porcion anterior de la cérnea, con sus fibras

de colageno dispuestas al azar. La superficie anterior de la membrana de Bowman,
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sobre la que se encuentra la membrana basal epitelial, es totalmente lisa y puede
independizarse del epitelio corneal. Las fibras de coldgeno de la membrana de
Bowman estan sintetizadas por los queratocitos estromales, y por tanto existe una
continuidad entre las fibras de coladgeno estromales y las de la membrana de Bowman.
Se cree que la membrana de Bowman tiene una funcion importante en el
mantenimiento de la estructura epitelial, aunque su funcion fisiolégica sigue
representando una incognita. Las funciones bioldgicas que clasicamente se habian
atribuido a ésta, hoy se le atribuyen a la membrana basal epitelial. La membrana de
Bowman no se regenera tras una lesion, y recientes trabajos con fotoablacién con
laser excimer han demostrado que el epitelio normal se puede formar y mantener
incluso ante una ausencia de membrana de Bowman. Ademas, algunos mamiferos
gue no poseen membrana de Bowman también presentan una estructura epitelial bien

organizada.

- Estroma

El estroma representa mas del 90% del espesor corneal, y las principales
caracteristicas de la cornea (como su resistencia fisica y su transparencia) dependen
principalmente del estroma corneal.

El estroma corneal se compone de matrices extracelulares, queratocitos (fibroblastos
corneales) y fibras nerviosas. Los componentes celulares ocupan solo el 2% al 3% del
volumen total del estroma, mientras que el resto esta formado por varias matrices
extracelulares, principalmente colageno y glicosaminoglicanos. El colageno representa
mas del 70% del peso seco de la cérnea, siendo principalmente colageno tipo |, con
menores cantidades de colageno tipo Ill, V y VI (Birk DE, et al. 1986, Yue BYJT, et al.

1986, Kern P, et al. 1991).
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Las fibras de colageno en el estroma corneal presentan una distribucion
extremadamente regular, lo cual contribuye a su transparencia. El didmetro de las
fibras es totalmente uniforme (de 22.5 nm a 35 nm) (Komai Y, et al. 1991), y la
distancia entre las fibras es también uniforme y constante (41.4 + 0.5 nm). Cualquier
alteracion en la uniformidad de la distancia interfibras, como ocurre en el edema o la
cicatrizacion estromal, puede conducir a la pérdida de la transparencia corneal. Las
fibras de colageno forman aproximadamente unas 300 lamelas en el estroma corneal,
y cada una de estas lamelas se dispone paralela a la superficie corneal, de limbo a
limbo (Hamada R, et al. 1972).

Los queratocitos tiene una forma alargada y se encuentran entre las lamelas de
colageno formando mallas. Estas mallas o redes tridimensionales se originan por las
numerosas uniones intercelulares que se producen en los extremos de los procesos
del queratocito. A través de estas uniones los queratocitos intercambian informacion,
de manera que todas ellas funcionan como un sistema celular Unico. Cuando se
produce una lesion en el estroma corneal (incisién, queratectomia, fotoablacion con
laser, ...) los queratocitos que se hallan proximos a la zona lesionada pierden sus
conexiones con la red celular y pasan a tener un comportamiento independiente. Estos
queratocitos activados juegan un papel esencial en los procesos de curacion estromal
y en la patogénesis de las ulceraciones cornales. Los queratocitos son los
responsables del mantenimiento de los componentes estromales. Ellos sintetizan las
moléculas de colageno (pro-colageno) y los glicosaminoglicanos. Al mismo tiempo, los
gueratocitos sintetizan enzimas colagenoliticas. Por tanto, la homeostasis bioquimica y
estructural del estroma corneal se mantiene a través de la regulacion celular de la
sintesis y degradacion de la matriz extracelular. Por ejemplo, en la zona de un defecto
epitelial los queratocitos activados pueden aumentar la sintesis y secrecion de
colagenasas, lo que contribuye a la lisis estromal (Nishida T. 1997). La actividad
mitética de los queratocitos es baja in vivo en condiciones normales, cuando se

encuentran rodeados de colageno organizado. Sin embargo, los queratocitos proliferan
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activamente cuando son cultivados in vitro, lo que sugiere que la matriz extracelular
gue rodea a estas células puede regular su actividad mitética (Nishida T, et al. 1988).
Cuando los queratocitos se cultivan con colageno, éstos desarrollan una estructura
tridimensional con uniones intercelulares y disminuyen su actividad mitética (Nishida T,

et al. 1988), asemejandose a los del estroma in vivo.

- Membrana de Descemet

La membrana de Descemet , que corresponde a la membrana basal del endotelio,
estd formada basicamente por colageno tipo IV y laminina, y su grosor aumenta
progresivamente desde el nacimiento (3um) hasta la edad adulta (8-10um). Las fibras
de colageno del estroma que en la parte anterior se continian con la membrana de
Bowman, en la parte posterior se mantienen independientes de la membrana de
Descemet. La membrana de Descemet es fuerte y resistente a la accién de las
colagenasas de manera que en algunas ulceraciones estromales ésta puede

permanecer intacta dando lugar a un descematocele.

- Endotelio

La superficie posterior de la membrana de Descemet se encuentra recubierta por una
monocapa de células endoteliales corneales formando un mosaico. Estas células
tienen una forma hexagonal y un tamafio uniforme en condiciones normales (5 um de
grosor y 20 um de ancho). En el adulto joven normal la densidad celular es de
aproximadamente 3500 células/mm? y de éstas entre un 70 y un 80 % deben
presentar la forma hexagonal.

Las células endoteliales de la cornea humana proliferan en cultivos in vitro pero no lo

hacen in vivo, por lo que se cree que algunos factores del humor acuoso o del entorno
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celular de la cornea puedan afectar a su capacidad mitdtica. Por este motivo la
densidad de células endoteliales disminuye progresivamente con la edad. In vivo,
cuando por envejecimiento, inflamacion mantenida o traumatismo quirdrgico se
produce una pérdida endotelial, las células circundantes aumentan su tamafo y se
extienden para cubrir la zona descubierta.

La principal funcién fisiolégica del endotelio corneal es regular el contenido en agua
del estroma, que normalmente es de aproximadamente el 80 %. Los sistemas de
transporte idnico de las células endoteliales contrarrestan el paso osmoético de agua
desde el humor acuoso hacia el estroma. Por este motivo una pérdida endotelial
importante conduce a un edema corneal estromal y por consiguiente a una

disminucién de la transparencia de la cérnea.

2.1.2.3.- Aporte vascular de la cérnea

La cérnea es uno de los pocos tejidos avasculares. Sin embargo, aunque la cornea
sana no contenga vasos, algunos factores derivados de la sangre juegan un papel
importante en el metabolismo corneal y los procesos de reparacion tisular. Las arterias
ciliares anteriores, ramas de la arteria oftdlmica, forman una arcada vascular a nivel
del limbo. Esta arcada, a su vez, se anastomosa con terminales de la rama facial,
procedente de la arteria carétida externa. Por tanto, los componentes de la sangre que
podemos encontrar en la cornea proceden tanto de la arteria carétida externa como de

la interna.
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2.1.2.4.- Aporte de oxigeno y nutrientes

Las células epiteliales y endoteliales de la cérnea son metabdlicamente muy activas, y
para mantener estas actividades celulares se requiere adenosin trifosfato (ATP) como
fuente de energia. Generalmente, la degradacion de la glucosa a través de la glucolisis
genera ATP bajo condiciones aerobias. Por tanto, el aporte de glucosa y oxigeno es
esencial para mantener las funciones normales de la cérnea. La glucosa se obtiene
por difusibn a partir del humor acuoso (incluso las células epiteliales corneales

dependen de la glucosa que procede del humor acuoso).

Por otro lado, el aporte de oxigeno procede fundamentalmente de la difusion a partir
de la lagrima, que a su vez lo capta del aire ambiental. Por tanto, la exposicion directa
de la lagrima con la atmosfera es esencial para el aporte de oxigeno a la cérnea. Una
pequefia parte de las necesidades de oxigeno de la cornea se consiguen a partir de la
difusién desde el humor acuoso y la circulacion limbica. La pérdida del aporte de
oxigeno, como ocurre durante el uso de lentes de contacto, puede producir hipoxia

corneal con edema estromal.

2.1.2.5.- Inervacion de la cérnea

La cornea es una de los tejidos del cuerpo con mayor inervacion y mayor sensibilidad,
y consecuentemente en ella se encuentran una gran cantidad de terminaciones
nerviosas. Los nervios sensoriales proceden de los nervios ciliares de la rama
oftalmica del trigémino. Los nervios ciliares largos dan lugar al anillo nervioso
perilimbico. Las fibras nerviosas penetran en la cornea de manera radial a nivel del
estroma profundo periférico, y desde alli se desplazan anteriormente formando un

plexo subepitelial terminal (Hogan MJ, et al. 1971). Las fibras nerviosas pierden su
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mielinizacién poco después de penetrar en cOrnea clara, atraviesan la membrana de
Bowman, y terminan a nivel de las células epiteliales aladas. Desde el punto de vista
clinico, la pérdida del epitelio superficial expone las terminaciones nerviosas,
produciendo un severo dolor ocular. La cérnea también contiene fibras nerviosas del
sistema auténomo simpatico. Algunos estudios histoquimicos revelan la presencia de
varios neurotransmisores, como la sustancia P (Tervo K, et al. 1982), catecolaminas

(Toivanen M, et al. 1987) y acetilcolina (Lind GJ, et al. 1993).

2.1.3.- LIMBO ESCLEROCORNEAL. ANATOMIA Y FUNCION

El limbo es la transicion anatémica entre la esclera - conjuntiva y la cornea, y en las
capas basales de su epitelio se encuentran las células germinales o “stem cells” del
epitelio corneal. En el limbo, el epitelio cilindrico estratificado de la conjuntiva se
continla con el epitelio escamoso estratificado de la cOrnea, y la sustancia propia
vascular del epitelio conjuntival finaliza en un rico plexo vascular limbico. Este plexo
vascular se cree que es importante para el aporte de nutrientes y oxigeno a las células
germinales, las cuales poseen una importante actividad mitética.

Muchos son los datos que todavia no se conocen a cerca de estas células germinales
del epitelio corneal. Los primeros estudios sobre el tema documentaron un movimiento
centripeto de las células del epitelio corneal desde el limbo hacia la cérnea central,
sugiriendo que las células precursoras se encontraban en el limbo (Hanna C. 1966).
Este dato fue también reforzado al observar que era imposible crear defectos
epiteliales permanentes en animales de laboratorio sin lesionar el limbo (Srinivasan
BD, et al. 1979). Finalmente, se demostr6 que el dafio de todo el limbo, o de una
porcion de éste, producia un crecimiento de la conjuntiva sobre la cérnea, dando lugar
a un epitelio méas pélido e irregular, a neovascularizacion y a erosiones recidivantes o

defectos epiteliales persistentes (Chen JJ, et al. 1990, Huang AJ, et al. 1991). Hoy



sabemos que estos signos son debidos a una insuficiencia de las células germinales

del limbo, y permiten realizar el diagnéstico clinico de insuficiencia limbica.

2.1.4.- PELICULA LAGRIMAL. ANATOMIA Y FUNCION

Poseer una pelicula lagrimal estable es imprescindible para tener una buena visién y
una superficie ocular sana, y su mantenimiento es un proceso muy complejo. Las
funciones estructurales de la pelicula lagrimal son proporcionar una superficie
refractiva lisa y uniforme, lubricar la superficie ocular y, por tanto, facilitar un
movimiento confortable de los parpados, minimizando el trauma mecanico de éstos.
Ademas, la pelicula lagrimal también es un componente importante en la defensa de la
superficie ocular contra la invasion microbiana (McNamara NA, et al. 1998) y las
agresiones ambientales. La lagrima contiene muchos factores biolégicamente
importantes como  electrolitos, glucosa, inmunoglobulinas, lactoferrina, lisozima,
albimina y oxigeno. También contiene una gran cantidad de sustancias
biolégicamente activas como histamina, prostaglandinas, factores de crecimiento e
interleuquinas (Ohashi Y, et al. 1989, Van Setten GB, et al. 1994). Por tanto, la pelicula
lagrimal no sélo sirve como un lubricante y una fuente de nutrientes para el epitelio
corneal sino también como una fuente de factores reguladores para el mantenimiento
y reparacion del epitelio corneal. Algunas de las sustancias biolégicamente activas
citadas anteriormente han demostrado capacidad para modular la migracion,
proliferacion y diferenciacion del epitelio corneal (Watanabe K, et al.1987, Nishida T, et

al. 1992).

El grosor de la pelicula lagrimal es de alrededor de 0.7 mm y el volumen es 6.5 + 0.3
ul (Scherz W, et al. 1974). La pelicula lagrimal se compone de mucina secretada por

las células caliciformes y el epitelio de la conjuntiva, un componente acuoso secretado
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por las glandulas lagrimales, y lipidos secretados por las glandulas de Meibomio. Los
tres componentes se unen formando una estructura trilaminar (Dilly PN. 1994). La
mucina forma la capa mas préxima a la superficie corneal e interacciona directamente
con el glucocdlix conjuntival, proporcionando una estructura hidrofilica sobre la cual se
encuentra la capa acuosa. La naturaleza hidrofilica de la mucina facilita la distribucion
de la capa acuosa. La superficie acuosa esta a su vez cubierta por lipidos secretados
por las glandulas de Meibomio. Esta capa lipidica es esencial para retrasar la
evaporacion y prevenir un rotura precoz de la pelicula lagrimal. La estructura trilaminar
proporciona una estabilidad que permite que el ojo permanezca abierto de 10 a 20
segundos sin disrupcion de la pelicula lagrimal en individuos normales (Mengher LS, et
al. 1986). Los pacientes con alteraciones en la secrecién de mucina o de las glandulas
de Meibomio tienen una marcada reduccién de la estabilidad lagrimal, lo cual da lugar
a problemas de disconfort y vision borrosa (Lemp MA, et al. 1973). El efecto del
parpadeo redistribuye una pelicula lagrimal fresca sobre la superficie ocular

aproximadamente cada 5-6 segundos (Carney LG, et al.1982).

La insuficiencia de la pelicula lagrimal puede ocurrir como consecuencia de un déficit
en cualquiera de los tres componentes. Sintomaticamente, los pacientes con
insuficiencia de la pelicula lagrimal experimentan sensacion de cuerpo extrafio,
enrojecimiento ocular y vision borrosa. La alteracibn mas frecuente de la pelicula
lagrimal es el déficit de la capa acuosa, dando lugar a la queratitis sicca. A su vez, las
principales causas de queratitis sicca son la disminucion en la produccion lagrimal
relacionada con la edad y las enfermedades autoinmunes como el sindrome de
Sjogren o la artritis reumatoide. La cantidad de secrecién lagrimal acuosa puede
medirse facilmente en la consulta mediante el test de Schirmer, el cual suele estar
reducido en estos pacientes. Por el contrario, los pacientes con un déficit de mucina o
una disfuncion de las glandulas de Meibomio tienen una produccién acuosa normal, y

pueden identificarse de una manera simple con el test del tiempo de ruptura lagrimal
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que caracteristicamente es inferior a los 10 segundos. Los pacientes con disfuncion de
las glandulas de Meibomio presentan también una evaporacién lagrimal aumentada y

una osmolaridad lagrimal elevada (Rolando M, et al. 1985, Mathers WD. 1993).

La glandula lagrimal principal se cree que es responsable de la secrecion refleja
mientras que las glandulas lagrimales accesorias de Krause y Wolfring son
responsables de la secrecién basal. Clasicamente se habia considerado que el reflejo
del lagrimeo no tenia un papel importante en la secrecion lagrimal basal. Esta
hipétesis ha cambiado tras conocerse que la produccién lagrimal est4 disminuida de
manera importante en situaciones de pérdida de sensibilidad corneal. Por ejemplo, se
ha documentado una disminucion de secrecion lagrimal durante el suefio (Baum J.
1990), con anestesia general o topica (Jordan A, et al. 1980), y en la queratitis
neurotrofica (Heigle TJ, et al. 1996). Este dato sugiere que la sensibilidad corneal
normal es necesaria para mantener una secrecion lagrimal normal, y que el reflejo del

lagrimeo es un componente importante de la secrecién lagrimal basal.

2.2.- REGENERACION TISULAR EN LA SUPERFICIE OCULAR

La coérnea se compone de tres tipos distintos de células (epitelio, queratocitos vy
endotelio) y de una matriz extracelular formada por colageno y glicosaminoglicanos.
Por este motivo creemos que se debe considerar por separado la morfologia y la
patologia corneal de cada una de las distintas unidades anatomicas y funcionales
formadas por las células y la matriz: epitelio y su membrana basal, queratocitos y

colageno del estroma, y endotelio-membrana de Descemet.
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2.2.1.- REGENERACION DEL EPITELIO CORNEAL

2.2.1.1.- Mantenimiento del epitelio corneal en situaciéon basal

En condiciones normales el epitelio corneal se mantiene mediante un balance entre
mitosis, migracion y descamacion. La regeneracion epitelial se inicia en las células
germinales pluripotenciales del limbo esclerocorneal (Schermer A, et al. 1986). A
diferencia de las células de la cornea central, altamente diferenciadas y sin capacidad
de divisién mitética, las células germinales se mantienen en un estado permanente de
relativa indiferenciacién. La célula germinal, de gran actividad mitética, se divide a su
vez en una célula germinal (que asegura el mantenimiento de la poblacion de células
germinales) y en una célula hija, que migrara desde la periferia hacia el centro de la
coérnea siguiendo un patron en espiral. Las células hijas, de morfologia cuboide y
situacion basal en el inicio, migran desde la periferia hacia el centro de la cérnea y
desde las capas basales a las capas superficiales, para finalmente descamarse y
eliminarse a través de la lagrima. En este trayecto las células van aplanandose y
aumentando de superficie, a la vez que disminuye su actividad bioquimica. El ciclo

completo de renovacion celular para el epitelio corneal oscila entre los 7 y 14 dias.

2.2.1.2.- Mecanismo de reparacion epitelial

Las lesiones que afectan Unicamente al epitelio corneal se regeneran mediante una
combinacion de tres componentes distintos: migracién, mitosis y diferenciacién. Entre
1 y 4 horas después de la agresion, las membranas plasméticas de las células
epiteliales basales que se encuentran en los margenes de la lesion se aplanan y

empiezan a extenderse sobre la matriz extracelular desnuda. Moléculas de

48



fibronectina procedentes de la lagrima se depositan sobre la membrana basal
expuesta y el estroma descubierto. La fibronectina posee unas zonas de union para
adherirse a los componentes de la matriz extracelular, asi como para fijarse a las
células epiteliales, de manera que actia como enlace entre ambas estructuras. Por
otro lado, los polimorfonucleares neutréfilos que llegan a partir de la lagrima ayudan a
eliminar los restos celulares en la zona. Aproximadamente 6 horas después de la
agresion se observa una monocapa de células basales que empieza a migrar sobre la
superficie de la herida, desplazandose a una velocidad de 0.75 pm/minuto. Durante la
regeneracion epitelial, las células epiteliales pueden migrar recubriendo varios
milimetros de membrana basal o estroma expuestos. Este fenémeno implica un
proceso simultdneo de formacion y destruccion de los anclajes entre las células
epiteliales y los componentes de la matriz extracelular. En la rotura de estos anclajes
juegan un papel importante distintas proteasas presentes en las células epiteliales
(Zieske JD, et al. 1991). Para reemplazar aquellas células que han migrado a la zona
del defecto epitelial se produce un aumento en la actividad mit6tica de las células
periféricas, varios milimetros por detras del margen de avance. Una vez que el defecto
epitelial se ha cerrado, las células epiteliales basales recuperan sus complejos de
adhesion, el epitelio aumenta en espesor y las células superficiales finalizan su

diferenciacion.

En ausencia completa de epitelio y células germinales corneales, el epitelio conjuntival
puede recubrir el estroma corneal a una velocidad de 1 mm ?/ hora, de manera que la
epitelializaciéon completa se produce entre 5 — 7 dias en el conejo (Friend J, et al.
1981) . Aunque se habia pensado que este epitelio conjuntival sobre el estroma
corneal podia llegar a adquirir las caracteristicas de un epitelio corneal normal
(transdiferenciacion), hoy sabemos que esto no es cierto, y que el epitelio
transdiferenciado no retne las caracteristicas ni histologicas ni bioquimicas del epitelio

corneal sano (Thoft RA, et al. 1977).
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2.2.1.3.- Factores que favorecen la regeneracion epitelial

- Factores de crecimiento

Distintos estudios han demostrado que algunos factores de crecimiento enddgenos,
sus receptores y proteinas de la matriz extracelular, tienen un papel importante en la
regulacién y estimulacién de la regeneracion epitelial de la cérnea. Las células
epiteliales corneales expresan receptores para distintas clases de factores de
crecimiento incluyendo el EGF (epidermal growth factor), TGF-a (transforming growth
factor alpha), FGF (fibroblast growth factor) y TGF-p (transforming growth factor beta).
Los de mayor importancia, el EGF y el TGF-a, son sintetizados por las células
epiteliales corneales y por la glandula lagrimal, y se encuentran en la lagrima en
concentraciones importantes de manera fisiolégica (Van Setten GB, et al. 1991). La
reduccion de los niveles de ambos se han relacionado con la aparicion de defectos
epiteliales (Van Setten GB, et al. 1991, Mann GB, et al. 1993). El EGF y el FGF
estimulan la mitosis y la migraciébn quimiotactica en cultivos de células epiteliales
(Watanabe K, et al. 1987). In vivo, también numerosos estudios realizados en los
ultimos afios han demostrado que el tratamiento con factores de crecimiento mejora la
regeneracion epitelial en lesiones de origen muy diverso, tanto en animales como en
humanos (Reim M, et al. 1988, Tripathi RC, et al. 1990, Pastor JC, et al. 1992,

Scardovi C, et al. 1993).

- Proteinas de la matriz extracelular

Los componentes de la matriz extracelular juegan un papel importante en la

regeneracion epitelial ya que favorecen la migracion y adhesion celular. La
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fibronectina, una proteina importante en la adherencia de las células epiteliales,
aparece rapidamente en la superficie de la matriz extracelular tras una lesion epitelial,
a la vez que el EGF estimula la sintesis de fibronectina y colageno (Gipson IK, et
al.1993). Estudios in vitro con corneas de conejo han demostrado que la adicién de
fibronectina aumenta la migracion de las células epiteliales (Watanabe K, et al. 1987).
Incluso, el efecto estimulador del EGF sobre la migracion de las células epiteliales
corneales depende de la fibronectina ya que los anticuerpos antifibronectina inhiben la
migracién estimulada por el EGF (Nishida T, et al. 1990). A pesar de los efectos
conocidos de la fibronectina enddégena sobre la adhesion y migracion de las células
epiteliales, el papel de la fibronectina exdégena en la regeneracién epitelial in vivo ha
presentado resultados contradictorios. Mientras que algunos estudios han mostrado
eficacia (Nishida T, et al. 1985, Spigelman AV, et al. 1987), otros no han podido
demostrar diferencias entre los ojos tratados con fibronectina y los del grupo control

(Boisjoly HM, et al. 1991, Gordon J, et al. 1992).

2.2.1.4.- Factores que dificultan la regeneracién epitelial

- Conservantes de productos farmacoldgicos

Los conservantes utilizados en productos farmacolégicos para uso topico pueden
lesionar el epitelio previamente sano y pueden retrasar la regeneracion epitelial
(Burstein NL. 1985, Collin HB, et al. 1982). Algunos conservantes muy utilizados como
el cloruro de benzalconio y el timerosal han demostrado toxicidad epitelial in-vitro e in-
vivo por lo que no deben administrarse con demasiada frecuencia en pacientes con
defectos epiteliales persistentes. Ademas, algunos de ellos, como el cloruro de

benzalconio a una concentracion de 0,01%, alteran la estabilidad de la pelicula
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lagrimal por lo que deben utilizarse con precaucion en pacientes con sindrome de 0jo

seco (Burstein NL, 1985).

- Antibiéticos

Los antibiéticos utilizados con frecuencia para tratar o prevenir las infecciones
corneales también pueden afectar a la regeneracién epitelial. Por este motivo deben
ser administrados siempre en la menor dosis posible, especialmente en pacientes con
lesiones epiteliales persistentes. A su vez, algunos antibiéticos han demostrado mayor
toxicidad in-vitro que otros. La penicilina, tetraciclina, cefalosporinas, eritromicina y
cloramfenicol no retrasan significativamente la migracion epitelial en la cérnea de
conejo, mientras que los aminoglicésidos, polimixina B, fosfomicina y algunas

quinolonas si que la retrasan significativamente (Nakamura M, et al. 1993)

- Otros farmacos

Distintos farmacos tépicos como antiviricos (Lass JH, et al. 1984) y timolol (Nork TM,
et al. 1984) han demostrado un efecto toxico sobre el epitelio corneal y deben evitarse
siempre que sea posible en pacientes con alteraciones epiteliales. También los

corticoides retrasan el proceso de regeneracion epitelial.

2.2.2.- REGENERACION DEL ESTROMA CORNEAL

2.2.2.1.- Mecanismo de regeneracion estromal

Las heridas del estroma corneal se regeneran mas lentamente que otros tejidos

conectivos, probablemente por la ausencia de vasos sanguineos. Tras una herida
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incisional la matriz estromal absorbe agua, dando lugar a un edema en el tejido
circundante. Los queratocitos situados a pocos cientos de micras de la lesion mueren,
dando lugar a una zona hipocelular adyacente a los margenes de la lesion. Mas alla de
la zona de queratolisis, los queratocitos que se encuentran normalmente latentes
pasan a un estado de activacion, convirtiéndose en fibroblastos y migrando al lugar de
la lesién. También otras células como monaocitos pueden llegar a la zona de la herida y
convertirse en fibroblastos (Schultz GS. 1997). En conejos, la fibrina rapidamente
rellena la herida, actuando como un soporte temporal en el que migraran los
fibroblastos. En humanos el acumulo de fibrina es menor y las células epiteliales
migran al interior de la herida, de manera que en heridas incisas no suturadas las
células epiteliales forman un tapén que puede persistir durante meses o afios. Se cree
gue estas células epiteliales probablemente secretan factores que modulan la funcién
de los fibroblastos. Durante el proceso de reparacion se sintetiza colageno tipo |, Ill, V
y VI , con predominio del tipo I. En las primeras semanas las nuevas fibras de
colageno van acumulandose con una orientacion al azar, de manera que a los 4-6
meses no se identifica ningln patrén en su disposicion. A los dos afos de la lesion ya
se reconoce de nuevo un patron con disposicion lamelar, aunque con lamelas mas
cortas y estrechas. Las cicatrices corneales estromales nunca alcanzan la

transparencia ni la firmeza del tejido estromal no lesionado.

2.2.2.2.- Factores que favorecen la regeneracion estromal

Factores de crecimiento

La administracion tépica de distintos factores de crecimiento como el EGF y el TGB-
han demostrado un aumento en la resistencia de las incisiones corneales mediante la

influencia sobre procesos clave de la formacion de las cicatrices: aumentando la
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migracion de los fibroblastos corneales al lugar de la lesién (Grant MB, et al. 1992),
aumentando la mitosis de los fibroblastos (Woost PG, et al. 1985) y estimulando la

sintesis de colageno y fibronectina (Ohji M, et al.1993).

- Inhibidores de las proteasas

En las ulceraciones estromales, ya sean estériles o infecciosas, un objetivo comun
durante el tratamiento es reducir el nivel de enzimas en la cérnea con capacidad para
producir la lisis de colageno. Distintos agentes que pueden inhibir la actividad de las
metaloproteinasas in vitro han sido usados como agentes in vivo para el tratamiento de
ulceraciones estériles en causticaciones. Entre ellos se encuentran el EDTA (Brown
Sl, et al. 1969), la cisteina y la acetilcisteina (Slansky HH, et al. 1970), la
medroxiprogesterona y las tetraciclinas (Seedor JA, et al. 1987). También otros
inhibidores de las metaloproteinasas han sido probados en modelos animales de

causticacion ocular o , asociados a antibioticos, en modelos de infeccion ocular.

2.2.2.3.- Factores que dificultan la regeneracion estromal

Los corticoesteroides a menudo se asocian en la clinica a un retraso en la
regeneracion estromal y una aceleracion de los procesos de ulceracién corneal. Los
corticoesteroides reducen la sintesis de DNA en la regeneracion de los fibroblastos

estromales, y también reducen la sintesis de colageno por parte de los fibroblastos.



2.3.- MEMBRANA AMNIOTICA. FUNDAMENTOS

2.3.1- ESTRUCTURA'Y FUNCIONES DE LA PLACENTA

2.3.1.1 - Caracteristicas generales vy funciones de la placenta:

La placenta es un o6rgano temporal cuya funciéon es la nutricion del feto durante el
embarazo, y que se desarrolla en relacién intima con el revestimiento del Utero.
Aunque su origen es basicamente fetal, esta compuesta por células derivadas de dos
individuos diferentes (y en consecuencia con dos genotipos diferentes). Se compone
de una parte fetal (derivada originalmente del cigoto) y una parte materna. Cuando
esta plenamente desarrollada tiene la forma de una torta plana blanda (lat. placenta,
torta o pastel), de unos 15 cm de diametro y 3 cm de grosor. Su funcién principal es
permitir que las sustancias disueltas en la sangre materna difundan hacia la sangre del
feto y viceversa, y su anatomia permite que ello ocurra en una superficie extensa. En
circunstancias normales las corrientes sanguineas del feto y de la madre no se
mezclan una con otra, ya que siempre estan separadas por lo que se llama barrrera
placentaria. En la placenta, los alimentos y el oxigeno, disueltos en la sangre materna,
difunden a través de la barrera placentaria para llegar a la corriente sanguinea del feto.
De manera analoga, el diéxido de carbono y los productos de deshecho atraviesan la
barrera de la sangre del feto a la de la madre y son eliminados por los érganos de
excrecion maternos. Anticuerpos, hormonas, farmacos y microorganismos infecciosos
pueden también atravesar la barrera placentaria. Ademas la placenta es también un
importante 6érgano endocrino que produce y secreta distintas hormonas como

gonadotrofina coriénica humana (HCG), tirotrofina coribnica humana (HCT),
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somatomamotrofina coriénica humana (HCS) o lactégeno placentario humano (HPL),

progesterona y estrégenos.

2.3.1.2.- Anatomia de la placenta:

La placenta se compone del cordon umbilical, las membranas (amnion y corion), las
vellosidades y la decidua. El cordon umbilical y el amnios son las dos estructuras que

en la actualidad tienen importancia como tejido donante.

- Cordén umbilical:

El cordon umbilical normal es de color blanco perlado y algo traslicido. Su longitud
aumenta a medida que la gestacién avanza, de manera que la longitud normal del
corddn umbilical a término es de entre 55 y 65 cm (Gardiner JP.1922). En el examen
histolégico podemos diferenciar varias capas. En la superficie encontramos una
monocapa de epitelio amnidtico. Este epitelio es escamoso, pero en la regién de la
insercion del corddn al feto encontramos un epitelio poliestratificado muy parecido al
de la epidermis contigua (Hoyes AD. 1969). Por debajo del epitelio amniético
encontramos la gelatina de Wharton, compuesta principalmente por
mucopolisacéaridos. En el interior de la gelatina de Wharton se encuentran los vasos
umbilicales, compuestos normalmente por dos arterias y una vena. Aunque los vasos
umbilicales son de gran calibre no hay vasa vasorum ni canales linfaticos. Estudios
mediante microscopia electrénica han demostrado que normalmente no hay presencia
de nervios en el cordén umbilical (Nadkarni BB.1970). La insercién normal del cordén
en la placenta puede ser central o eccéntrica. El patron de ramificacion vascular en el
corion se describe como magistral (caracterizado por vasos de gran diametro, que se
extienden radialmente disminuyendo su calibre hacia la periferia de la placenta) o
disperso (caracterizado por multiples pequefios vasos emanando directamente desde

la zona de insercion del corddn). Las ramas primarias de la vascularizacion umbilical
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atraviesan el plato coridnico estableciendo la circulacibn de las ramificaciones

vasculares primarias y finalizando en las vellosidades terminales.

- Membranas:

Las membranas fetales estdn compuestas por el amnion y el corion. El amnion
constituye la capa mas interna de la cavidad embrionaria y recubre a la placenta
colocandose sobre el corion. Su aspecto macroscépico es liso, de un color gris-
azulado y avascular. La placenta normal puede contener zonas de metaplasia
escamosa en la superficie del amnion visibles a simple vista y que, en casos severos,
puede incluso formar placas y nédulos. Estos nddulos metaplasicos se distinguen del
amnion nodosum en que no pueden ser facilmente eliminados de la superficie
mediante una simple presion. El amnion nodosum se caracteriza por la presencia de
multiples pequefias papulas sobre la superficie amnibtica, que son facilmente
eliminadas y que histol6gicamente estdn compuestas por escamas degeneradas. El
origen de estas células es la epidermis fetal, y su presencia se relaciona con la
aposicion de la superficie amnidética y la piel del feto en situaciones de oligohidramnios.
Por debajo del amnion se encuentra la siguiente membrana, el corion. El plato
coribénico tiene un caracteristico color azulado, y esta formado por tejido conectivo. Por
su cara interna se relaciona con el amnion mientras que por su cara externa limita con
las vellosidades. Los vasos sanguineos fetales llegan al corion por el cordén (en su
cara interna), circulan por el plato coribnico atravesandolo, y finalizan en las

vellosidades.

- Vellosidades:

El parénquima velloso es discoide y se encuentra situado bajo el plato coriénico. La
sustancia del parénquima es roja y carnosa, y su textura es completamente
homogénea en la placenta sana. En la placenta completamente formada suele haber

de 8 a 15 vellosidades, en cuyo interior se localizan los vasos fetales. Entre las
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vellosidades se encuentra el espacio intervelloso que contiene la sangre materna. A
este nivel se produce el intercambio de sustancias entre la sangre fetal y la materna

sin que exista en ningln momento mezcla de las dos circulaciones.

- Decidua basal:

La dltima capa de la placenta, situada bajo el parénquima velloso, es la decidua basal.
Esta capa procede del endometrio y es, por tanto, la Unica porcién de la placenta de
origen materno. Después de que la placenta se expulse a término, esta capa se

advierte Unicamente como fragmentos poco definidos de membrana.

2.3.2.- HISTOLOGIA DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

El amnion, la capa mas interna de la cavidad amnidtica, esta formado por una
monocapa de células epiteliales que asientan sobre una membrana basal. Esta
membrana basal se encuentra, a su vez, adherida a una fina capa de tejido conectivo
subyacente (Danforth DM, et al. 1958). El amnion, aunque se encuentra adyacente al
corion, no esta completamente fusionado con él, de manera que ambos pueden
separarse facilmente mediante diseccion roma. La estructura histoldégica del amnion
varia desde la concepcion hasta el momento del parto. A continuacion describiremos
el amnion maduro que se encuentra en las embarazadas a término, ya que éste es el
anico que se utiliza para trasplante.

Mediante microscopia Optica se observa una monocapa de células cuboides,
parecidas a las de la epidermis, sobre la membrana basal. Este epitelio se encuentra
sobre una capa de mesénquima que contiene abundante coldgeno y escasas células,
las cuales corresponden predominantemente a fibroblastos. La altura de las células
epiteliales amnidticas varia ampliamente en las distintas zonas. Asi, a nivel del amnion

placentario encontramos células columnares mientras que en el amnion
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extraplacentario se observan células cuboides o aplanadas. Las células epiteliales del
amnion maduro presentan numerosas microvellosidades en la superficie y paredes
laterales (Mukaida T, et al. 1977). Estas microvellosidades forman, en la parte inferior
de las membranas laterales, unos canaliculos intercelulares de tipo laberinto. Estos
canaliculos contribuyen a la unién intercelular, junto a desmosomas que encontramos
también en las membranas laterales de las células (Bartels H, et al. 1983). Por su cara
inferior, las células epiteliales amnidticas se unen a la membrana basal mediante
hemidesmosomas (Robinson HL, et al. 1984).

La presencia de metaplasia escamosa es un hallazgo comun en el epitelio amnidtico,
especialmente en la zona de la insercion del cordon umbilical. Se cree que ello es
debido a una irritacion de la superficie epitelial amnibtica, aunque estos cambios
pueden llegar a encontrarse en mas de la mitad de las placentas a término
(Benirschke K, et al. 1990).

Por debajo de la membrana basal del epitelio amniético encontramos el estroma de
tejido conectivo, dividido en una capa compacta y otra fibroblastica. Entre el tejido
colageno pueden identificarse macrofagos, especialmente durante el primer trimestre

del embarazo (Schwarzacher HG. 1960).

2.3.3.- INMUNOLOGIA DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

Mediante técnicas de inmunofluorescencia se ha observado que las células epiteliales
amniéticas humanas no expresan en su superficie los antigenos HLA-A, B, C y DR
(Adinolfi M, et al. 1982). Ello puede explicar por qué en distintos trabajos se ha
observado que el implante de membrana amnidtica no produce respuestas
inmunoldgicas significativas locales en el lugar del implante, ni se han detectado

anticuerpos HLA en el suero de los receptores (Akle CA, et al. 1981)
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El amnion humano implantado como autoinjerto subcutaneo en el propio recién nacido
queda incluido en los tejidos como un injerto permanente (Trelford JD, et al. 1975), sin
llegar a vascularizarse y nutriéndose, probablemente, mediante difusion simple.
Cuando el amnion se implanta subcutdneamente como aloinjerto se comporta de la
misma manera durante los primeros 14-17 dias. Posteriormente el injerto se va
reabsorbiendo lentamente con una reaccion inflamatoria muy leve (Trelford JD, et al.
1975). Otros autores (Akle CA, et al. 1981), utilizando también el amnion como
aloinjerto subcutaneo, no han observado signos locales de rechazo en el implante,
demostrando ademdas que las células epiteliales amnidticas sobreviven o incluso
pueden proliferar 30 dias después del injerto. Este Ultimo dato traduce que la
respuesta inmune contra el injerto, si existe, es ciertamente leve e inefectiva.

Por el contrario, cuando el corion se utiliza como aloinjerto provoca una reaccién
inflamatoria importante con neovascularizacibn ,que conduce finalmente a un
fendmeno tipico de rechazo del receptor contra el injerto (Douglas B, et al. 1954).
Recientemente se ha conocido que este tejido posee una considerable antigenicidad

gue provoca una intensa respuesta celular y una menor respuesta con anticuerpos.

2.3.4.- OBTENCION Y PRESERVACION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

2.3.4.1.- Seleccién de las donantes de placenta

Las donantes de placenta deben ser mujeres sanas, sin antecedentes patoldgicos
significativos y que hayan sido controladas durante el embarazo sin presentarse
ninguna complicacion. Justo antes del parto se debe proceder a un estudio seroldgico
de la donante para descartar la infeccion por virus de la hepatitis B (VHB), virus de la

hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y sifilis. Al tratarse de
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un donante vivo y para cubrir el periodo ventana de estas infecciones, se debe repetir
el estudio serolégico 3 meses después del parto. En el caso de realizarse estudios
mediante PCR este intervalo puede reducirse a 2-3 semanas.

Previamente al parto la donante debe haber firmado el consentimiento informado
autorizando la extraccion de muestras de sangre para el estudio seroldgico y la

donacion de la placenta con fines de trasplante.

2.3.4.2.- Obtencidn, procesamiento y conservacion de la membrana amnidtica

La placenta puede obtenerse en partos mediante cesarea o por via vaginal. Sin
embargo, se ha demostrado que el grado de contaminacion bacteriana es superior en
namero y patogenicidad en las placentas obtenidas por la via vaginal (Adds PJ, et al.
2001). Por este motivo todas las placentas destinadas a trasplante deberian obtenerse
mediante ceséarea electiva.

La placenta se obtiene en quir6fano durante la cesarea bajo estrictas condiciones de
esterilidad y es posteriormente procesada en el banco de tejidos. Nosotros
preparamos y conservamos la membrana amnidtica segun el método descrito por
Tseng y colaboradores (Tseng SCG, et al. 1998). Bajo una campana de flujo laminar la
placenta se limpia de restos de sangre y codgulos con una solucion salina balanceada
estéril que contiene 50ul/ml de penicilina, 50ul/ml de estreptomicina, 100 pl/ml de
neomicina y 2.5 pl/ml de anfotericina B. Posteriormente el amnios se separa del corion
mediante diseccién roma a través de los espacios virtuales situados entre estos dos
tejidos y se extiende sobre papel de nitrocelulosa, colocando la superficie del epitelio-
membrana basal hacia arriba. Los discos de papel de nitrocelulosa con el fragmento
de membrana amnidtica son, posteriormente, almacenados a — 80 °© C en viales

estériles que contienen medio de Eagle modificado por Dulbecco (Life Technologies
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Ltd. Paisley, Escocia) y glicerol en una proporcion 1/1 (vol / vol). También puede
utilizarse el dimetilsulfoxido como sustancia crioprotectora, en lugar del glicerol.

Se recomienda remitir un pequefio fragmento de membrana amniotica para estudio
microbiologico realizando cultivos para bacterias y hongos. Soélo deberian ser
utilizadas para trasplante aquellas placentas con cultivos microbiolégicos negativos y
con serologias negativas en la donante.

De esta manera podemos conservar la membrana amnidtica congelada y disponible
para su uso durante un minimo de 12 meses, aunque probablemente sea viable con
garantias durante mas tiempo. Para utilizarla basta con extraerla del congelador 10 —
15 minutos antes de la cirugia, ya que en poco tiempo se produce la descongelacién a

temperatura ambiente.

2.4.- APLICACIONES DEL TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA

2.4.1.- EL TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA EN LA MEDICINA

Segun la literatura fue Davis, en 1910, (Davis JW. 1910) el primer autor que utiliz6 las
membranes fetales en el trasplante de piel. Posteriormente, Stern (Stern M. 1913) y
Sabella (Sabella N. 1913) publicaron sus resultados utilizando la membrana amniotica
en el tratamiento de ulceraciones y quemaduras de la superficie cutanea. Utilizando la
membrana amnibtica como sustituto de los implantes cutaneos, observaron una
ausencia de infecciones en las heridas limpias, una importante reduccion del dolor, y
un aumento en la velocidad de reepitelizacion de la superficie cutanea traumatizada.
Posteriormente, diferentes autores han empleado con éxito la membrana amniotica en
la reconstruccion de heridas cutdneas de distintas etiologias (Kubanyi A. 1948,

Colocho G, et al. 1974, Chuntrasakal C. 1977, Prasad JK, et al. 1986) , y otros
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(Robson MC, et al. 1972, 1973, 1974) han demostrado con sus investigaciones que
dicha membrana es equivalente al autoinjerto de piel y superior al aloinjerto. Sin
embargo, durante este periodo no sélo se ha utilizado la membrana amnidtica en la
reconstruccion de lesiones cutaneas por parte de cirujanos plasticos y traumatélogos,
sino que se han descrito también indicaciones en otras especialidades de la medicina.
Entre otras aplicaciones, la membrana amnidtica ha sido utilizada con éxito en la
reconstruccion de la vagina tras causticaciones o vaginectomias (Tancer ML, et al.
1978), como sustituto del peritoneo en procedimientos exanterativos y reconstructivos
pélvicos (Trelford-Sauder M, et al. 1977), como recubrimiento biolégico en
omfaloceles (Seashore JH. 1975), en la reconstruccion de tendones (Pinkerton MC.
1942), en la reconstruccion quirdrgica tras una glosectomia total (Kothary P. 1974), en
la reconstruccién de la mucosa nasal y el timpano (Zohar Y , et al. 1987), de la uretra

(Brandt FT, 2001), etc.

2.4.2.- EL TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA EN OFTALMOLOGIA

De Rotth en 1940 (De Rotth A. 1940) fue el primer autor en la literatura que utilizé las
membranas fetales en oftalmologia. De Rotth implanté las membranas fetales en
fresco (incluyendo tanto el amnion como el corion) para la reconstruccion de la
superficie conjuntival. De los seis casos con simbléfaron y defectos conjuntivales que
tratd soélo consiguié el éxito en uno, probablemente por el hecho de incluir el corion en
el injerto. En 1941, Brown (Brown AL. 1941) propuso usar el peritoneo de conejo como
recubrimiento temporal de la superficie ocular tras causticaciones agudas, en un
intento de acelerar la epitelizacion y frenar o evitar la necrosis tisular. Basandose en
esta idea, en 1946 y 1947, Sorsby y colaboradores (Sorsby A, et al. 1946, 1947)
emplearon la membrana amniética preservada (a la que denominaron “amnioplastina”)

como recubrimiento temporal en el tratamiento de las causticaciones oculares agudas.
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Con esta técnica consiguieron resultados favorables aunque observaron que, con
frecuencia, la amnioplastina debia ser aplicada repetidamente. También demostraron
gque cuanto antes se aplicaba la membrana amniética mas se acortaba el tiempo de
curacion. Sin embargo, por razones que no quedan claras, el uso de la membrana
amnidtica desaparecié de la literatura oftalmoldgica durante un extenso periodo de
tiempo. Algunos autores creen gue ello podria deberse a problemas en la preservaciéon
del tejido.

En 1995 Kim y Tseng (Kim JC, Tseng SCG. 1995) reintroducen el uso de la membrana
amnidtica en oftalmologia. En un modelo animal con conejos demostraron que un 40%
de corneas con insuficiencia limbica severa podian ser reconstruidas reemplazando la
superficie conjuntivalizada por membrana amniética humana preservada. A partir de
los trabajos de estos autores renace un interés generalizado por el uso de la
membrana amniodtica en oftalmologia, y aparecen numerosos trabajos sobre su

eficacia en distintas patologias de la superficie ocular.

2.4.3.- MECANISMOS DE ACCION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA

La membrana amniotica preservada puede utilizarse en un gran numero de
indicaciones, ya sea como injerto, como recubrimiento, 0 como una combinacion de
ambos. Cuando se implanta como injerto rellena un defecto tisular, reemplazando la
matriz estromal ausente y proporcionando un membrana basal para que la
epitelizaciéon se produzca sobre ella. Cuando se utiliza como recubrimiento actta
protegiendo la superficie ocular de posibles insultos externos y aportando sustancias
biolégicas que reducen la inflamacién y favorecen la regeneracion epitelial bajo el
implante. Los mecanismos de accion potenciales de la membrana amniética que han
sido publicados estan resumidos en la Tabla 1, y explican los efectos clinicos que se

pueden conseguir tras el implante.



Tabla 1: Mecanismos de accién de la membrana amniética trasplantada

e Prolonga la supervivencia y la capacidad de clonacion de las células
progenitoras epiteliales

e Promueva la diferenciacion de las células epiteliales no caliciformes

e Promueve la diferenciacion de las células epiteliales caliciformes en presencia
de fibroblastos conjuntivales

e Excluye células inflamatorias con propiedades anti-proteasa

e Suprime el sistema de sefializacion mediante TGF-B y la diferenciacion

miofibroblastica de los fibroblastos normales

Adaptada de: Tseng SCG y Tsubota K. Amniotic membrane transplantation for ocular surface
reconstruction. En: Holland EJ, Mannis MJ, ed. Ocular Surface Disease. Medical and surgical

management. New York: Springer-Verlag, 2002.

2.4.3.1.- Epitelio amnidtico

El papel del epitelio de la membrana amnibtica preservada todavia no se conoce
completamente. Algunos datos de laboratorio sugieren que contiene una cantidad
importante de factores de crecimiento, ya que la membrana amnibtica preservada con
el epitelio intacto ha demostrado poseer mayor cantidad de factores de crecimiento
gque la membrana amniotica denudada de su epitelio (Koizumi N, et al. 2000). Ademas,
el epitelio de la membrana amniotica podria proporcionar citoquinas que jueguen un

papel importante en el mantenimiento del microambiente de las células germinales del
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epitelio corneal (Grueterich M, et al. 2003). En cultivos de células epiteliales
germinales del limbo, la membrana amnidética con epitelio intacto ha demostrado ser
un mejor sustrato que la membrana amniotica sin epitelio, ya que sélo la primera
consigue mantener un fenotipo epitelial poco diferenciado comparable al que

encontramos en el epitelio basal del limbo humano (Grueterich M, et al. 2002).

2.4.3.2.- Membrana basal

La membrana basal de la membrana amniotica contiene colageno tipo IV, laminina 1,
laminina 5, fibronectina, y colageno VII. Su composicién es muy similar a la de la
conjuntiva (Fukuda K, et al. 1999) y las lamininas son particularmente efectivas en
mejorar la adhesién de las células epiteliales de la cérnea (Kurpakus MA, et al. 1999).
En general la membrana basal de la membrana amnidtica facilita la migracién de las
células epiteliales, refuerza las adhesiones de las células epiteliales basales,
promueve la diferenciacién epitelial y previene la apoptosis. También, la membrana
basal de la membrana amniotica constituye un sustrato ideal para el crecimiento de las
células epiteliales germinales, prolongando su vida y manteniendo su comportamiento
clonal. Estas acciones explican por qué el trasplante de membrana amniética puede
ser usado para estimular las células germinales residuales del limbo y las células
amplificadoras transitorias de la cornea periférica en el tratamiento de las
insuficiencias parciales del limbo (Tseng SCG, et al. 1998) y para facilitar la
epitelizacion en los defectos epiteliales corneales persistentes con ulceracién estromal
(Lee SH, et al. 1997, Kruse FE, et al. 1999, Chen HJ, et al. 2000). En cultivos tisulares,
la membrana amniética ha demostrado también ser un buen sustrato para el
crecimiento de células epiteliales cultivadas (Schwad IR. 1999, Koizumi N, Fullwood
NJ, et al. 2000), manteniendo la diferenciacién y morfologia epitelial normal (Meller D,

et al. 1999). Posteriormente, la membrana amnidtica junto a las células epiteliales que
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han crecido sobre ella ha podido reimplantarse con éxito para la reconstrucciéon de
superficies corneales lesionadas tanto en humanos (Schwab IR. 1999, Tsai RJF, et al.
2000) como en animales (Schwab IR. 1999, Koizumi N, Inatomi T, et al. 2000). La
membrana amnidtica puede ser utilizada también para promover la diferenciacion de
las células caliciformes del epitelio conjuntival (Meller D, et al. 1999). Estos datos
explican por qué, in vivo, tras el trasplante de membrana amniotica en la superficie
conjuntival, el epitelio regenerado sobre el injerto presenta una mayor densidad de

células caliciformes (Prabhasawat P, et al. 1997).

2.4.3.3.- Matriz estromal

La porcion estromal de la membrana amnidtica contiene un componente de la matriz
gue suprime la sefializacibon mediante el TGF-B , asi como la proliferacion y
diferenciacion de los miofibroblastos de la crnea humana normal y de los fibroblastos
del limbo (Tseng SCG, et al. 1999). Este componente también suprime la proliferacion
y diferenciacion de los fibroblastos de la conjuntiva normal y de los fibroblastos del
cuerpo del pterigion (Lee S-B, et al. 2000). Estas acciones explican por qué el
trasplante de membrana amnidética reduce la formacion de cicatrices cuando se utiliza
en la reconstruccién de la superficie conjuntival (Tseng SCG, et al. 1997, Azuara-
Blanco A, et al. 1999), previene la cicatrizacién recidivante tras la reseccion del
pterigion (Prabhasawat P, Barton K, et al. 1997, Shimazaki J, et al. 1998, Ma DH-K, et
al. 2000, Solomon A, et al. 2001), y reduce la opacidad estromal tras la queratectomia
fototerapéutica y la queratectomia fotorefractiva (Choi YS, et al. 1998, Park WC, et al.
2000, Wang MX, et al. 2001). Aunque estos efectos son mas potentes cuando los
fibroblastos estan en contacto directo con la matriz estromal, también se ha constatado
un efecto menor cuando los fibroblastos se encuentran separados de la membrana por

una moderada distancia (Tseng SCG, et al. 1999), lo que sugiere que probablemente
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algun factor de los que se encuentran en la matriz estromal de la membrana tiene
capacidad de difundir y actuar a distancia.

La matriz estromal de la membrana amnidtica puede también atrapar las células
inflamatorias (Shimmura S, et al. 2001) excluyéndolas del resto de los tejidos, y
llevandolas a una rapida apoptosis (Wang MX,et al. 2001). También contiene proteinas
antiinflamatorias y antiangiogénicas (Hao Y, et al. 2000) y sustancias inhibidoras de
varias proteasas (Na BK, et al. 1999). Estas propiedades explican por qué la
inflamacién estromal (Lee S-H, et al. 1997, Tseng SCG, et al. 1997) y por qué la
neovascularizacion corneal (Kim JC, et al. 1995) se reducen tras el trasplante de
membrana amnidtica. Ambas acciones tienen una gran importancia en que el estroma
se encuentre preparado antes de recibir un trasplante de células germinales del limbo
(Tseng SCG, et al. 1998, Shimazaki J, et al.1998, Tsubota K, et al. 1999), y explican
también por qué tras el trasplante de membrana amniotica se reduce la apoptosis de
los queratocitos, y por tanto la opacidad estromal residual, en las ablaciones corneales
con laser excimer (Choi YS, et al. 1998, Park WC, et al. 2000, Wang MX, et al. 2001).
Finalmente, se han identificado distintos factores de crecimiento en la membrana
amniotica (Koizumi N, Inatomi T, Sotozono C, et al. 2000) que también contribuyen a

facilitar la epitelizaciéon de los tejidos .

2.4.4.- EFECTOS CLINICOS TRAS EL TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA

Todas estas propiedades bioldgicas que presenta la membrana amnidtica podemos
resumirlas en una serie de efectos clinicos, que son los que podemos esperar tras el

trasplante de membrana amniética en la superficie ocular:

a).- Facilita la epitelizaciéon de los tejidos (c6rnea y/o conjuntiva) a partir del epitelio

sano circundante, manteniendo siempre el fenotipo epitelial presente en la zona.
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b).- Reduce la inflamacion en los tejidos, bajo el implante y en la vecindad.
c).- Reduce la neovascularizacion en el estroma corneal.
d).- Reduce las cicatrices residuales tras la regeneracion tisular, tanto en la

conjuntiva como en la cérnea.

2.45.- INDICACIONES DEL TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA EN

PATOLOGIA DE LA SUPERFICIE OCULAR

En base a las propiedades y efectos clinicos de la membrana amniética podemos

enumerar una serie de indicaciones clinicas que quedan resumidas en la Tabla 2.

2.4.5.1.- Membrana amnidética como injerto en la reconstruccidon de la conjuntiva

Ya hemos comentado que el trasplante de membrana amnidtica facilita la epitelizacion
manteniendo el fenotipo epitelial normal (con células caliciformes cuando se realiza en
la conjuntiva), y reduce la inflamacion, la neovascularizacion y la formacién de
cicatrices. Por estos motivos la membrana amnidtica puede utilizarse en la
reconstruccion de la superficie conjuntival. Implantada como injerto en zonas con un
defecto tisular conjuntival, la membrana amniética ayuda a restaurar un estroma
normal y proporciona una membrana basal adecuada para una nueva proliferaciéon y
diferenciacion epitelial. Los trabajos publicados en los ultimos afios demuestran que el
trasplante de membrana amnibtica puede utilizarse en la reconstrucciéon de la
superficie conjuntival como alternativa al trasplante de conjuntiva tras la reseccién de
extensas lesiones conjuntivales. Ha sido utilizado con éxito en el tratamiento del
pterigium (Prabhasawat P, Barton K, et al. 1997, Shimazaki J, et al. 1998, Ma DH-K, et

al. 2000, Solomon A, et al. 2001), de tumores conjuntivales (Tseng SCG, et al. 1997,
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Paridaens D, et al. 2001), cicatrices conjuntivales y simbléfaron (Tseng SCG, et al.
1997, Azuara-Blanco A, et al. 1999), y conjuntivochalasis (Meller D, et al. 2000). De
esta manera pueden reconstruirse extensas zonas de reseccion siempre que el lecho
estromal no se encuentre necrético ni isquémico, y los margenes de la reseccion
posean un epitelio y un estroma conjuntival normal.

Como sustituto de un autoinjerto de conjuntiva, el injerto de membrana amniotica
puede usarse para el cierre de ampollas de filtracién de glaucoma perforadas (Budenz
DL, et al. 2000) y, junto a un injerto de esclera, puede ayudar a reparar perforaciones
esclerales (Rodriguez-Ares MT, et al. 1999). La membrana amniética también puede
ser una buena alternativa a los autoinjertos de conjuntiva o de membrana mucosa en

cirugia palpebral (Ti S-E, et al. 2001) y cirugia orbitaria (Yamada M, et al. 2001).

2.4.5.2.- Membrana amnidtica como injerto en la reconstruccién de la superficie

corneal

En los ultimos afios se han producido diferentes avances sobre el diagnéstico y
tratamiento de las insuficiencias del limbo esclerocorneal, destacando el trasplante de
limbo y el trasplante de membrana amniética. En los casos de hipofuncion limbica o
déficit parcial, la membrana amniédtica restablece el entorno de las células germinales
en el estroma del limbo esclerocorneal, reduciendo la inflamacion y estimulando la
proliferacion de estas células. En las situaciones en que el déficit de células
germinales es total, se hace imprescindible el trasplante de limbo que restablece la
poblacién de las células germinales del limbo. Algunos trabajos han demostrado la
eficacia de este tratamiento combinado en distintos grados de insuficiencia limbica
(Tseng SCG, et al. 1998).

Un gran avance conseguido con la membrana amni6tica ha sido que las insuficiencias

limbicas parciales pueden en la actualidad ser tratadas con esta técnica sin necesidad
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de realizar un trasplante de limbo (Tseng SCG, et al. 1998, Anderson DF, Ellies P, et
al. 2001), y por tanto sin necesidad de que el paciente reciba tratamiento sistémico
inmunosupresor durante largos periodos de tiempo.

Un segundo avance es la importante reduccion en el porcentaje de rechazo de los
aloinjertos de limbo que se consigue cuando, ademas de la inmunosupresion
sistémica, se realiza un trasplante de membrana amni6tica como procedimiento previo
para restaurar el microambiente del estroma del limbo esclerocorneal (Tseng SCG, et
al. 1998). Este efecto se atribuye a la disminucién de la inflamacién en el estroma de la
zona. Ademas, la membrana amniotica cuando se implanta asociada al trasplante de
limbo, aumenta la proliferacion y actividad de las células germinales, mejorando

sustancialmente los resultados en este tipo de patologia.

La membrana amniética aplicada como injerto es también Gtil en el tratamiento de
patologias de la superficie corneal, promoviendo la curacién de Ulceras corneales
persistentes de distinta etiologia (Lee SH, et al. 1997, Kruse FE, et al. 1999, Chen HJ,
et al. 2000, Peris-Martinez C, et al. 2001, Anderson DF, Prabhasawat P, et al. 2001).
En estos casos la técnica con injerto de membrana amnidtica aporta un estroma y una
membrana basal sobre la que se favorece la epitelizacion, consiguiendo el cierre de la
Ulcera. Ademds, tiene la ventaja, frente a otras alternativas quirdrgicas como la
tarsorrafia o0 el autoinjerto de conjuntiva, de que la apariencia estética del ojo del
paciente es mucho mas aceptable. Un estudio multicéntrico reciente demuestra que el
trasplante de membrana amniética puede ser también util en el tratamiento de la
queratopatia bullosa sintomatica en casos de afaquia, pseudofaquia o fracaso de
injerto corneal previo (Pires RTF, et al. 1999). Estos pacientes presentan dolor,
erosiones recurrentes y riesgo de infeccidén y con este tratamiento pueden aliviarse los

sintomas en los casos en que la queratoplastia penetrante no puede realizarse.
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Tabla 2: Indicaciones clinicas del trasplante de membrana amnidtica

- Como injerto en patologia conjuntival
e pterigion
e reconstruccion de la conjuntiva bulbar tras la reseccidn de lesiones o cicatrices
extensas
e lisis de simblefaron
e conjuntivochalasia
Asociada o0 no a esclera o pericardio preservados para:
e cierre de ampollas de filtracion conjuntival
e lisis escleral

e reconstruccion palpebral o de la 6rbita

- Como injerto en patologia corneal
o defectos epiteliales corneales persistentes con ulceracion
¢ insuficiencia limbica parcial
¢ insuficiencia limbica completa (asociado a trasplante de limbo)
e causticaciones oculares, sindrome Stevens-Johnson
e (ueratopatia bullosa dolorosa

e (ueratopatia en banda

- Como recubrimiento
o fase aguda de causticaciones oculares o sindrome Stevens-Johnson
e prevencion de cicatrices tras queratectomia con laser excimer (refractiva o

terapéutica)

- Como sustrato para la expansion de células germinales epiteliales Ex vivo

e insuficiencia limbica

Adaptada de: Tseng SCG y Tsubota K. Amniotic membrane transplantation for ocular surface
reconstruction. En: Holland EJ, Mannis MJ, ed. Ocular Surface Disease. Medical and surgical

management. New York: Springer-Verlag, 2002.
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2.4.5.3.- Membrana amnidética como recubrimiento

La membrana amniética puede utilizarse para recubrimiento, de manera temporal o
prolongada. Cuando se utiliza como recubrimiento la membrana amniotica reduce las
opacidades corneales que pueden aparecer tras la ablacién estromal con el laser
excimer (Choi YS, et al. 1998, Park WC, et al. 2000, Wang MX, et al. 2001). Ademas,
también reduce la inflamacién, facilita la epitelizacién y previene la formacién de
cicatrices causadas por causticaciones quimicas agudas, tanto en animales (Kim JS,
et al. 1998) como en humanos (Meller D, Pires RTF, et al. 2000). Finalmente, el
recubrimiento con membrana amniotica también se ha usado con éxito en el la fase
aguda del sindrome de Stevens-Jonhson (John T. 1999) y, en general, para disminuir

la inflamacién en distintas enfermedades de la superficie ocular.

2.4.5.4.- Membrana amniética como _sustrato para el cultivo de células germinales

epiteliales del limbo esclerocorneal

El hecho de que la membrana amniotica ayude a la preservacion y proliferacion de las
células germinales epiteliales del limbo esclerocorneal indica que también puede ser
utilizada como soporte para el crecimiento de éstas en cultivos in vitro. Esta nueva
técnica representa un gran avance en el tratamiento de pacientes con insuficiencia
limbica severa en un ojo pero que mantienen zonas de limbo sano en el ojo
contralateral. En estos pacientes se puede obtener una pequefia muestra de tejido en
el limbo sano y posteriormente cultivar estas células sobre membrana amniética
preservada. Tres o0 cuatro semanas después se dispone de un fragmento de
membrana amnidtica cubierto por gran cantidad de células germinales del limbo que
puede implantarse como autoinjerto en el ojo afectado para restaurar la superficie

corneal. Esta técnica, que evita el riesgo de rechazo y la necesidad de
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inmunosupresion sistémica, ha sido ya utilizada tanto en animales (Koizumi N, et al.
2000) como en humanos (Schwab IR. 1999, Tsai RJF, et al.2000, Schwab IR, et al.

2000).

2.4.6.- LIMITACIONES DEL TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA

Hemos enumerado una serie de propiedades que hacen que la membrana amniotica
sea (til en el tratamiento de distintas patologias de la superficie ocular. Sin embargo,
no hay que pensar que este tejido puede restaurar cualquier alteracién de la superficie
ocular. Como todas las técnicas quirtrgicas tiene sus indicaciones pero también sus
limitaciones, y un implante realizado en un caso inadecuado puede, no soélo ser

inefectivo, sino incluso perjudicial, empeorando el estado de la superficie ocular.

La membrana amnidtica trasplantada actla como un sustrato para la epitelizacion vy,
por tanto, no puede ser utilizado para tratar patologias en las que exista un déficit
completo de células germinales epiteliales (corneales o conjuntivales) ya que no
existe la fuente de la que puedan proliferar las células epiteliales. En estos casos,
como ya se ha comentado, es imprescindible asociar un trasplante con tejido que
proporcione células germinales.

La membrana amnio6tica, como cualquier otro tejido trasplantado, no es eficaz cuando
se utiliza en casos con un déficit severo de lagrima, con alteraciones severas en la
dinamica palpebral, con problemas neurotréficos importantes, y sobre tejidos

necroticos o isquémicos (Tseng SCG, et al. 2002).
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3.1.- OBJETIVOS DEL PRIMER TRABAJO

1. Conocer la eficacia del trasplante de membrana amnidtica en distintas patologias

de la superficie ocular.

2. Conocer la seguridad del trasplante de membrana amnidtica en distintas patologias

de la superficie ocular.

3. Conocer la estabilidad de los resultados obtenidos a largo plazo.

3.2.- OBJETIVOS DEL SEGUNDO TRABAJO

1. Valorar la eficacia y seguridad del recubrimiento con membrana amniética en los

defectos epiteliales de la cornea.

2. Valorar la respuesta al tratamiento con distintas formas de implante.

3.3.- OBJETIVOS DEL TERCER TRABAJO

1. Conocer, desde el punto de vista histoldgico, las caracteristicas de la epitelizacién

corneal tras el injerto de membrana amniética.

2. Conocer los mecanismos de reabsorcion de la membrana amniotica.
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3.4.- OBJETIVOS DEL CUARTO TRABAJO

1. Conocer la eficacia del injerto de membrana amnidtica sobre un lecho escleral

isquémico para la regeneracion conjuntival.
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TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA EN PATOLOGIA DE LA SUPERFICIE

OCULAR: RESULTADOS A LARGO PLAZO.

AMNIOTIC MEMBRANE TRANSPLANTATION FOR OCULAR SURFACE

PATHOLOGY: LONG-TERM RESULTS.

Gris O, Lopez-Navidad A, Caballero F, del Campo Z, Adan A.

Transplantation Proceedings 2003; 35: 2031-2035
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COMENTARIO

Este trabajo analiza los resultados globales obtenidos con el trasplante de membrana
amnidtica en distintas patologias de la superficie ocular y con un periodo de
seguimiento medio de 32 meses (rango 24-48 meses). El trabajo incluye 53 casos que
fueron divididos en tres grupos en funcion de la patologia y del tipo de implante
realizado. En el grupo 1 se incluyeron 24 ojos con patologia conjuntival que precisaban
de una extensa reseccién y en los que posteriormente se realizé un injerto de
membrana amnibtica para conseguir una rapida regeneracion tisular (del estroma vy
epitelio) con las minimas cicatrices residuales. En el grupo 2 se incluyeron 19 ojos con
patologia corneal y en los que la membrana amniética se utilizé6 también como injerto.
Este grupo estaba formado basicamente por casos con un defecto tisular en el
estroma y epitelio corneal producido por una ulceracion neurotréfica o tras la reseccion
de una amplia zona de degeneracion calcica. En este grupo también se incluyeron 5
casos de queratopatia bullosa que presentaban dolor ocular y en los que la
gueratoplastia penetrante fue descartada por el mal pronéstico visual. Finalmente, el
grupo 3 estaba formado por 10 casos con defecto epitelial corneal (sin ulceracion
estromal) que no habian respondido al tratamiento médico y en los que la membrana
amnidtica se implanté como recubrimiento. Durante todo el periodo de seguimiento no
se presentd ninguna complicacion intra o postoperatoria relacionada con el implante.
Tampoco se observaron recidivas de las lesiones en ninguno de los casos en los que
el trasplante de membrana amnidtica consiguid la curacion. En el grupo 1 se observo
una rapida regeneracion conjuntival en todos los casos con minimas cicatrices
residuales. En el grupo 2 se obtuvo una respuesta favorable tras el injerto en 16 de los
19 casos que previamente habian fracasado al tratamiento médico. En el grupo 3 la
eficacia estuvo relacionada con el tiempo de permanencia del implante sobre la

superficie ocular, y los resultados globales fueron peores por la caida precoz del
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implante en varios de los casos. Cuando el implante se mantuvo durante 2 6 mas
semanas la epitelizacion se consiguié en el 75% de los casos, mientras que no se
obtuvo respuesta en ninguno de los casos en los que la membrana amniética se
desprendié durante la primera semana. En conclusion, el trasplante de membrana
amnidtica es una técnica eficaz y segura para el tratamiento de distintas patologias de
la superficie ocular, siendo sus resultados estables a largo plazo. Tras la reseccion de
lesiones conjuntivales extensas el injerto de membrana amni6tica es en la actualidad
el tratamiento de eleccion. En la patologia corneal el trasplante de membrana
amnidtica es un procedimiento terapéutico eficaz, y puede considerarse como una
alternativa quirargica util para aquellos casos en que el tratamiento médico

conservador ha fracasado.



Amniotic Membrane Transplantation for Ocular Surface Pathology:

Long-Term Results

O. Gris, A. Lopez-Navidad, F. Caballero, Z. del Campo, and A. Adan

ABSTRACT

Amniotic membrane transplantation has been used for >90 years for cutaneous and
mucous lesions for regeneration of tissues. In recent years its effectiveness has been
demonstrated in the treatment of diseases of the ocular surface. We present our
experience with 53 amniotic membrane transplantations for different ocular pathologies
with two different forms of implantation. The 53 cases were divided into three groups
according to pathology and type of implant. Group 1 included 24 eyes with amniotic
membrane grafts after resection of extensive conjunctival lesions. Group 2 included 19
eyes with amniotic membrane grafts for corneal pathology, and group 3 consisted of 10
eyes with amniotic membrane patches for corneal epithelial defects without ulceration. No
intra- or postoperative complications were observed during an average follow-up period of
32 months (24-48 months). Group 1 demonstrated rapid healing of the lesions with
minimal scarring in all cases. In group 2 a favorable response was observed in 16 of 19
cases. In group 3 complete healing was achieved in only 3 of 10 cases, and the time for
which the graft remained was related to the success of the treatment. The primary
intention was to achieve prolonged fixation of the implant. Finally, amniotic membrane
transplantation is a safe and effective technique for the treatment of different pathologies
of the ocular surface. After the resection of extensive conjunctival lesions it is currently the
preferred treatment. In corneal pathology, it represents an additional therapeutic alter-

native when conservative medical treatments fail.

HE AMNIOTIC MEMBRANE is the innermost layer

of the placenta and consists of an avascular stromal
matrix, a thick basement membrane, and a single layer of
epithelial cells, that is rich in growth factors. This structure
and the nature of these growth factors give the amniotic
membrane its unique properties, the most important of
which are its low immunogenicity and its considerable
capacity for favoring the epithelialization of the tissues,
reducing inflammation, scarring, and pain.! For these rea-
sons, amniotic membrane transplantation has been used in
different medical specialties for almost a century. In 1910,
Davis was the first to describe the use of fetal membranes in
skin transplantation.? Many investigators have subsequently
used amniotic membrane transplantation to treat very
different pathologies. Amniotic membrane transplantation
has been used in the repair of cutaneous wounds and
lesions of different etiologies® in the reconstruction of
tendons,® vagina,” urethra,® nasal mucosa and tympanum,’
the abdominal cavity,'” etc. In ophthalmology, the first to
use fetal membranes were De Rotth'" in 1940 and Sorsby'>
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in 1947, for the reconstruction of the conjunctival surface.
Subsequently, for almost 50 years, no new works were
published using the amniotic membrane, probably due to
problems with the processing and preservation of the tissue.
In 1995, Kim and Tseng'® reintroduced the use of the
amniotic membrane in ophthalmology, reviving interest in
this tissue for this specialty.

Over the last 5 years numerous articles have been pub-
lished on amniotic membrane transplantation for the treat-
ment of different pathologies of the ocular surface, both of
the cornea’*™? and the conjunctiva.?*~>* The amniotic
membrane can be implanted as a graft or as a patch. The
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amniotic membrane, when used as a graft to cover conjunc-
tival defects or corneal ulcers, acts like a basement mem-
brane. Due to its structure and the presence of growth
factors,?* it favors the growth of epithelial tissue over it,
thus restoring the ocular surface. However, when implanted
in this manner, the epithelium grows over the amniotic
membrane, which remains trapped within the stroma for
months, affecting the transparency of the cornea. Alterna-
tively, the amniotic membrane can also be used as a
“patch,” completely covering the ocular surface affected. In
these cases it is intended to achieve a reduction in the
inflammation and an increase in the epithelialization under
the membrane. Thus, when we remove the fixation sutures,
the membrane detaches completely without any remains of
the implant staying on the ocular surface.

In this study we present our experience with 53 amniotic
membrane transplants in patients with different pathologies
of the ocular surface.

MATERIALS AND METHODS

Between January 1999 and December 2000 we performed 53
amniotic membrane transplants on 53 eyes of 48 patients with
different pathologies of the ocular surface. In the cases in which an
absence of tissue (epithelium and stroma) existed or had been
surgically induced at the level of the conjunctiva or the cornea, the
amniotic membrane was implanted as a graft. In cases with
epithelial defect alone, the amniotic membrane was implanted as a
“patch.” The 53 cases were divided into three groups according to
the original pathology of the recipient and the type of implant
carried out.

Recipient Selection

Group 1. Twenty-four eyes were included from 19 patients with
conjunctival lesions, which were surgically removed and in which
the amniotic membrane was used as a graft after the resection. The
pathologies included in this group were: superior limbic keratocon-
junctivitis (n = 10); pterygium (n = 7); conjunctival nevus (n = 4);
conjunctival intraepithelial neoplasia (n = 2); and conjunctival
lymphoma (n = 1). All these conjunctival lesions were >5 mm and,
after the resection, amniotic membrane grafting was carried out for
epithelialization and regeneration of the tissue with minimal
scarring.

Group 2. Nineteen eyes were included from 19 patients with
corneal lesions in which the amniotic membrane was implanted as
a graft. In 14 cases, the epithelium and the stroma were affected,
and the amniotic membrane was used to achieve epithelialization
and regeneration of the absent corneal stroma. The pathologies
were neurotrophic corneal ulcer (n = 11) and calcific degeneration
(n = 3). The other five cases included in this group were patients
with bullous keratopathy and ocular pain for which penetrating
keratoplasty had been ruled out as they presented with a poor
visual prognosis.

Group 3. Ten eyes were included from 10 patients with corneal
pathology that affected only the epithelium and in which the
amniotic membrane was used as a “patch.” All patients presented
corneal epithelial defects of long duration that did not respond to
conventional topical treatment using preservative-free artificial
tears. The implant was intended to achieve epithelialization and
thus avoid evolution toward corneal ulceration. Prior to the
operation, a serologic study was performed on all the recipients for
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hepatitis B (HBV) and C (HCV) viruses, human immunodeficiency
virus (HIV), and syphilis.

Placenta Donor Selection

The donors were healthy women, without a pathologic background
of interest, who had been controlled during the period of preg-
nancy at our hospital and who had been programmed for elective
cesarean. In the days prior to the cesarean placental donation was
requested for transplantation purposes, in addition to procurement
of serum for serologic study, by means of a written document that
the donor signed.

The serologic and viral status of all donors was determined with
respect to HBV, HbsAg, and anti-core IgG; HCV, anti-HCV IgG,
and HCV-RNA; HIV, anti-HIV 1 and 2 IgG, and proviral HIV-
DNA,; and syphilis, RPR, and TPHA.

Procurement and Preservation of Amniotic Membrane

The placenta was obtained in the operating theater during the
cesarean under strict conditions of sterility and subsequently
processed in the tissue bank.

First, a fragment of amniotic membrane from each placenta was
sampled for microbiologic culture for bacteria and fungi. The
amniotic membrane was then prepared and preserved using a
method previously described by Tseng and colleagues.'® The
placenta was washed under a laminar flow hood with a sterile
solution containing 50 uL/mL penicillin, 50 uL/mL streptomycin,
100 wL/mL neomycin, and 2.5 uL/mL amphotericin B. The amnion
was blunt dissected from the chorion. It was then mounted on
fragments of nitrocellulose paper, with the epithelium uppermost.
The fragments of amniotic membrane were preserved at —80°C in
sterile recipients containing equal amounts of Dulbecco’s modified
Eagle medium (Life Technologies, Ltd, Paisley, UK) and glycerol.

All amniotic membranes used for transplantation had presented
a negative result in the microbiologic cultures and all the donors
proved negative for all viral serologic markers and syphilis.

Surgical Technique

All surgeries were performed by the same surgeon (O.G.) under
peribulbar local anesthesia. In all transplantations performed, both
grafts and patches, the amniotic membrane was implanted with the
surface of the epithelium-basement membrane uppermost.

Group 1: conjunctival graft. Resection of the conjunctival lesion
was performed and then the fragment of amniotic membrane of the
same size as the defect area created was implanted. This area was
always of greater size than the initial lesion, due to the retraction
that occurs in the rest of the conjunctiva after the resection. The
graft was sutured directly onto the conjunctiva, edge-to-edge, using
interrupted 8-0 reabsorbable sutures. In the cases of neoplasia
(lymphoma and conjunctival intraepithelial neoplasia), in addition
to the resection of the lesion, cryotherapy was applied to the base
and the margins of the resected area before proceeding with the
graft.

Group 2: corneal graft. The amniotic membrane was also
implanted as a graft in the tissue defect area and was fixed using
separate radial sutures of 10-0 nylon. In all cases the implant did
not extend beyond the margins of the healthy epithelium, so that
epithelialization would occur over the graft. In the cases of
neurotrophic corneal ulcer, the membrane was implanted in the
area of the ulceration, after debriding any necrotic tissue at the
edges and base of the ulcer, and removing any poorly adherent
surrounding epithelium. In the cases of calcific degeneration, the
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Table 1. Amniotic Membrane Graft After Resection of
Conjunctival Lesions

Conjunctival Patient age
pathology Eyes (n) v) Outcome  Follow-up (mo)
SLKC 10 (5 patients) 50 (29-59) Successful 29.8 (25-35)
Pterygium 7 57 (32-73) Successful 32.7 (24-45)
Nevus 4 30 (21-47) Successful 37 (27-48)
CIN 2 57 (42-73) Successful 28.5 (27-30)
Lymphoma 1 58 Successful 32

CIN, conjunctival intraepithelial neoplasia; SLKC, superior limbic keratocon-
junctivitis.

surgery began by performing a lamellar keratectomy to eliminate
all calcified tissue and the amniotic membrane graft was then
implanted in the resultant defect area. The sutures were carried out
edge-to-edge, as in the cases of corneal ulcer. In the patients with
bullous keratopathy, the whole edematous and poorly adherent
epithelium of the corneal surface was removed and the membrane
was implanted by positioning its edges under the margins of the
peripheral epithelium. The amniotic membrane was also fixed
using interrupted 10-0 nylon sutures.

Group 3: corneal patch. The whole swollen and poorly adherent
surrounding epithelium was removed. In these cases the implant
was positioned as a “patch,” completely covering the cornea and
therefore extending beyond the limits of the healthy epithelium
that had been maintained. The amniotic membrane was fixed to the
peripheral corneal stroma using interrupted 10-0 nylon sutures.

In all patients, chloramphenicol and dexamethasone ointments
were applied at the end of the surgery, with ocular occlusion for the
first 12 to 24 hours. Postoperative treatment consisted of topical
dexamethasone and chloramphenicol. In group 1 it began to be
administered four times per day and, subsequently, the doses were
progressively reduced until withdrawal after 8 weeks. In groups 2
and 3 it began to be administered three times per day and,
subsequently, the doses were progressively reduced until with-
drawal after 4 weeks.

RESULTS

The average follow-up period was 32 months (range 24—
48). No intra- or postoperative complications occurred in
any of the 53 eyes operated, and no worsening of the state
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of the ocular surface was observed after the amniotic
membrane implant.

Group 1: Conjunctival Graft

Complete epithelialization on the amniotic membrane graft
was achieved in all cases in the first week (Table 1). A
progressive reabsorption of the amniotic membrane was
subsequently observed until it completely disappeared,
showing scarce signs of fibrosis or residual scarring 3
months after surgery.

Group 2: Corneal Graft

The results varied according to pathology (Table 2). In the
cases with neurotrophic corneal ulcer, the amniotic mem-
brane graft achieved a cure in 9 of the 11 cases. In the 9
cases with good response, epithelialization occurred in the
first 16 days after the implant, and a slow disappearance of
the amniotic membrane included under the epithelium was
subsequently observed. Reabsorption of the amniotic mem-
brane was faster in those eyes that presented preoperative
stromal vascularization in the cornea. The amniotic mem-
brane was replaced by newly formed stromal tissue that
allowed partial recovery of the corneal thickness. Rapid
epithelialization over the graft was achieved in the three
cases with calcific degeneration. Progressive reabsorption of
the amniotic membrane graft subsequently occurred, also
being replaced by stromal tissue, thus contributing to
increased corneal thickness in the area thinned by the
resection. Complete epithelialization on the amniotic mem-
brane graft was achieved in the 5 cases with bullous
keratopathy in the first 14 days after the implant. A
significant improvement in pain and ocular discomfort was
observed in 4 of the 5 patients operated on after the
amniotic membrane implant, although the symptoms did
not disappear completely. In 1 case there was no clinical
improvement after the graft.

Group 3: Corneal Patch

The results were related to the time for which the implant
remained in place (Table 3). The amniotic membrane

Table 2. Amniotic Membrane Graft in Lesions of Epithelium and Corneal Stroma

Number Follow-up
Corneal lesion Primary pathology of cases Age (y) Outcome (mo)
Neurotrophic corneal Herpes keratitis 5 72 (57-83) Successful 31 (25-41)
ulceration
Pars plana vitrectomy 2 45 (28-62) No healing 35.5 (32-39)
(retinal detachment)
1 52 Successful 37
Penetrating keratoplasty 2 30 (29-31) Successful 37.5 (31-44)
(penetrating trauma)
Cataract surgery 1 51 Successful 36
Bullous keratopathy Penetrating keratoplasty 4 60 (42-75) Improvement 33 (26-38)
1 73 No improvement 32
Calcific degeneration Chemical burn 2 52 (41-64) Successful 27.5 (26-29)
Pars plana vitrectomy 1 67 Successful 27

(retinal detachment)
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Table 3. Amniotic Membrane (AM) Patch in Persistent Corneal
Epithelial Defects

Primary Patients Age AM fixation Outcome Follow-up
pathology (n) y) (d) epithelialization (mo)
Radiotherapy 1 55 19 Complete 27
1 49 6 Partial 30
1 63 6 No 38
Pars plana 1 67 14 Complete 33
vitrectomy
45 5 Partial 29
1 28 4 No 24
Penetrating 1 51 7 Partial 35
keratoplasty
1 74 20 No 32
Chemical burn 1 47 13 Complete 40
1 23 3 No 26

became spontaneously detached during the first week in 6
of the 10 cases transplanted. Complete epithelialization was
not achieved in any of these. However, in 3 of the 4 cases in
which the amniotic membrane remained fixed for =2
weeks, complete epithelialization was achieved.

DISCUSSION

In recent years, amniotic membrane transplantation has
become the treatment of choice for some pathologies of the
ocular surface. In other pathologies, with effective medical
treatment, it represents a therapeutic alternative when
these conservative medical treatments fail. In any case,
amniotic membrane transplantation is currently an expand-
ing surgical technique in ophthalmology.

A transplanted amniotic membrane induces epithelializa-
tion of the tissues, and reduces inflammation and scarring.
The amniotic membrane favors growth, adhesion, and
differentiation of the epithelial cells, in addition to prevent-
ing their apoptosis.”® The thick basement membrane rep-
resents an excellent substratum for epithelialization. Re-
duction in inflammation in the tissues after amniotic
membrane implant’>'® and reduction in scarring®® have
also been highlighted by numerous researchers. These findings
may be explained by other studies showing that the amniotic
membrane attracts and traps inflammatory cells infiltrating the
ocular surface,?® contains various forms of protease inhibi-
tors,?” and suppresses transforming growth factor-8 signaling
and proliferation and myofibroblast differentiation of normal
human corneal and limbal fibroblasts.?®

The amniotic membrane can be implanted in two differ-
ent ways depending on the objectives sought. In cases with
a tissue defect (neurotrophic corneal ulcers or after resec-
tions of corneal and/or conjunctival tissue), the amniotic
membrane is used as a graft. In these cases the objective is
to obtain epithelialization over the basement membrane of
the amniotic membrane graft to achieve closing of the
wound as quickly as possible. Subsequently, the trans-
planted amniotic membrane fragment remains trapped
under the epithelium and is progressively reabsorbed and
replaced by newly formed stromal tissue.?* When faced with

GRIS, LOPEZ-NAVIDAD, CABALLERO ET AL

a corneal lesion with an epithelial defect alone, and the
Bowman layer intact without stromal tissue defect, the
implantation technique varies. In such cases, epithelializa-
tion must occur to prevent evolution toward ulceration, but
the epithelium should not be permitted to grow over the
graft as the amniotic membrane fragment would remain
under the epithelium for months, reducing corneal trans-
parency and affecting vision. In these cases, the amniotic
membrane is implanted as a “patch,” covering the epithelial
defect and extending beyond its limits. The amniotic mem-
brane thus acts by protecting the lesion from the mechan-
ical trauma of blinking (like a therapeutic contact lens) and,
moreover, provides the biologic properties previously dis-
cussed to favor epithelialization.'® With this form of im-
plantation the epithelium grows under the implant. Once
epithelialization has been achieved, the amniotic mem-
brane can be completely removed, such that corneal trans-
parency is not affected.

The results obtained after amniotic membrane transplan-
tation vary depending on pathology and type of implant.
After resection of extensive conjunctival lesions (group 1),
the amniotic membrane graft achieved a rapid healing with
minimal scars in all cases. In small-sized lesions, spontane-
ous healing or approximation of the edges with sutures is
sufficient, and no implantation is required. However, after
resection of extensive conjunctival lesions, the underlying
sclera should not be left exposed, as this could cause
excessive scarring or even scleral necrosis. Until recently,
therapeutic options included covering the exposed sclera
with oral mucosa (with differing physiologic behavior and
aesthetic appearance) or with conjunctiva from the con-
tralateral eye (which transfers the problem of extensive
resection to the other eye). With the amniotic membrane
implant, results in these cases have improved significantly,
achieving rapid healing of the lesions originating from the
surrounding healthy tissue, with minimal residual scarring.
This is currently our technique of choice after resection of
extensive conjunctival lesions, especially when localized in
the interpalpebral area, because, due to its exposure, it will
tend to heal with more scarring.

In group 2 we used the amniotic membrane as a graft for
corneal pathology. Eleven cases corresponded to neurotro-
phic corneal ulcers that did not respond to conventional
medical treatment. The amniotic membrane graft achieved
epithelialization in 9 of the 11 cases. This can be considered
as a very good result, given the difficulty in favorable
resolution of such cases. In the 9 cases with good response
we observed how, after epithelialization over the graft, the
amniotic membrane fragment remained in the corneal
stroma for months, and underwent progressive reabsorp-
tion until it disappeared completely. The speed of reabsorp-
tion of the amniotic membrane was related to the presence
of neovascularization in the corneal stroma.

We recently described histologic findings after amniotic
membrane graft in the human cornea.”” We observed how
the intrastromal amniotic membrane fragment does not
cause an inflammatory reaction or rejection in avascular
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corneas and that reabsorption in these patients is slow.
However, in corneas with considerable neovascularization,
reabsorption occurs faster, as the lymphocytes and histio-
cytes easily arrive from the blood vessels. After reabsorp-
tion of the amniotic membrane, a newly formed stromal
tissue appeared in all cases, partially reducing the thinning
caused by the ulcers. The response was favorable in the
three cases with calcific degeneration, with proper healing
being achieved that originated from the surrounding
healthy tissue following lamellar keratectomy. As with cases
of corneal ulcer, the newly formed stroma recovered part of
the thickness lost in the resection of the lesion. Four of the
five patients with symptomatic bullous keratopathy experi-
enced a notable reduction in pain and considerable relief
from their symptoms. One patient experienced no clinical
improvement after implant. The discomfort did not, how-
ever, completely disappear in any of the cases, and the
long-term duration of the effect is currently unknown.

The effectiveness of the amniotic membrane patch in
patients with nonulcerated corneal epithelial lesions was
variable. In these patients the effectiveness of the treatment
was related to the time the implant remained in place.
Complete epithelialization was achieved in three of the four
cases in which the membrane was maintained for =2 weeks.
Although there were few cases in this group, this percent-
age is important given the difficulty in epithelialization of
these cases. In contrast, complete epithelialization was not
achieved in any case when the membrane became detached
within the first week. The main problem with the amniotic
membrane patch is that of maintaining it fixed for >2
weeks. This problem does not exist when we implant the
amniotic membrane as a graft, because as soon as the
surrounding epithelium begins to grow over the membrane
the latter becomes fixed. However, when the implant is of a
“patch” type, the epithelium grows under the membrane
and only the sutures can fix it. Despite having tried different
types of suture (continuous vs interrupted, corneal fixation
vs corneal-conjunctival fixation), the continuous mechanical
effect of blinking may detach the implant in the initial days.
In our experience that best way to maintain the amniotic
membrane in these cases is with an implant that covers the
whole cornea without extending beyond the sclerocorneal
limbus, using a peripheral cornea suture with 10-0 nylon. A
therapeutic contact lens is then applied postoperatively,
which protects the implant from blinking.'?

In conclusion, amniotic membrane transplantation is
currently an expanding surgical technique in ophthalmol-
ogy. The amniotic membrane graft in conjunctiva and
cornea, after resection of conjunctival lesions and after
lamellar keratectomy (as in the case of calcific degenera-
tion), achieves excellent results. In these cases we consider
it the preferred procedure because it surpasses the results
obtained with the other therapeutic alternatives. The am-
niotic membrane graft is useful in the treatment of neuro-
trophic corneal ulcers. However, because most cases re-
spond to suitable medical treatment, the amniotic
membrane graft should always be reserved as a second
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option, together with other surgical alternatives, such as
tarsorrhaphy. In cases with bullous keratopathy, the defin-
itive treatment for both pain and visual recovery consists in
corneal transplantation. Nevertheless, the amniotic mem-
brane graft may be useful in those patients who reject the
transplantation option due to low potential visual acuity, or
in those in which transplantation cannot be carried out. In
cases with epithelial defect without corneal ulceration, the
situation is similar to those cases with neurotrophic corneal
ulcer. Given that many patients respond to suitable medical
treatment, this constitutes the first choice. However, if there is
no response, surgical treatments should be tried before the
lesion progresses to ulceration or even perforation. In these
difficult-to-resolve cases, the amniotic membrane implant used
as a patch may be an effective therapeutic alternative.
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Figura 2. Aspecto preoperatorio de un pterigion recidivado (imagen superior

izquierda). Primer dia postoperatorio tras la reseccion del pterigion con injerto de
membrana amniética (superior derecha). Tres semanas (inferior izquierda) y tres
meses (inferior derecha) después de la cirugia se observa una correcta regeneracion

conjuntival sin recurrencia de la lesion.
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Figura 3. Degeneracion calcica en un ojo ambliope (imagenes superiores). Aspecto

postoperatorio 1 semana después de la cirugia (inferior izquierda) y 2 meses después

(inferior derecha).
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COMENTARIO

Este trabajo analiza la eficacia y seguridad del recubrimiento con membrana amnidtica
en defectos epiteliales de la cornea, sin ulceracion estromal. El estudio incluye 20
pacientes que fueron divididos en dos grupos en funcion de la etiologia de la lesion. El
grupo 1 estaba constituido por 10 pacientes con defectos epiteliales persistentes que
no habian respondido previamente al tratamiento médico y que, por tanto, planteaban
una dificultad terapéutica importante. En el grupo 2 se incluyeron 10 pacientes con
defectos epiteliales que habian sido inducidos quirdrgicamente y los cuales, aunque se
acompafiaban de una patologia de base que tebricamente podia dificultar la
epitelizaciéon (problema neurotréfico o hipofuncién del limbo esclerocorneal),
presentaban un mejor prondstico que el grupo 1. En todos ellos se realiz6 un
recubrimiento con membrana amniética ya que la ausencia de ulceracion estromal
permitia evitar el trasplante en modo de injerto. No se observé ninguna complicacion
intra 0 postoperatoria, y tras el implante en todos los pacientes se evidencié una
disminucién significativa de la hiperemia en los primeros dias del postoperatorio. En el
grupo 1, que planteaba un problema terapéutico importante, se consiguié la
epitelizacion completa en 3 de los 4 casos en los que la membrana amniética
permanecié durante 2 o mas semanas. Por el contrario, cuando el implante se
desprendié durante la primera semana, no se produjo la epitelizaciéon en ninguno de
los casos. En el grupo 2 se observé una rapida y homogénea epitelizacion de todas las
cérneas independientemente del tiempo de permanencia del implante de membrana
amniotica.

En el trabajo también se evaluaron tres formas distintas de implante: el tipo C+L (que
recubria toda la cOrnea sobrepasando el limbo en unos 3 mm y que se fijaba con
suturas en coOrnea periférica y esclera), el tipo C (que recubria la cOrnea sin

sobrepasar el limbo y se fijaba con suturas en cérnea periférica), y el tipo C protegido
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a su vez por una lente de contacto terapéutica. La permanencia global media del
implante sobre la cérnea fue de 12.5 dias (rango 3-34 dias). La permanencia media
por tipos de implante fue de 8.6 dias para el tipo C+L, de 10.4 dias para el tipo C, y de
22.6 dias para el tipo C asociado a lente de contacto.

En conclusion, el recubrimiento con membrana amnidtica es eficaz en el tratamiento
de defectos epiteliales corneales que no respondan al tratamiento médico. En los
casos de dificil respuesta la eficacia esta relacionada con el tiempo de permanencia de
la membrana. El implante que consiguié una mayor permanencia fue el tipo C
asociado a lente de contacto terapéutica. No se observaron diferencias entre el

implante Cy el C+L.
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Amniotic Membrane Implantation as a
Therapeutic Contact Lens for the Treatment of

Epithelial Disorders

Oscar Gris, M.D., Zoraida del Campo, M.D., Charlotte Wolley-Dod, M.D.,
José L. Giiell, M.D., Anna Bruix, M.D., Marta Calatayud, M.D., and

Alfredo Adan, M.D.

Purpose. To evaluate the efficacy and safety of amniotic mem-
brane implantation as a therapeutic contact lens in the treatment of
different epithelial defects without stromal ulceration. Methods.
We used amniotic membrane implantation as a therapeutic contact
lens in 20 consecutive patients with epithelial defects. Group 1
included 10 patients with persistent epithelial defects that did not
respond to medical treatment. Group 2 included 10 patients with
surgically induced epithelial defects. Results. No intra- or postop-
erative complications were observed. The amniotic membrane im-
plant remained in place for a mean of 12.5 days (range, 3-34). In
11 of the 20 patients, the amniotic membrane implant became
detached within the first 8 days. When the corneal implant was
postoperatively covered with a soft contact lens, this time in-
creased. In group 1, complete epithelialization was achieved in
three of the four cases in which the amniotic membrane remained
in place for 2 or more weeks. There were no cases of complete
epithelialization in which the implant remained in place for less
than 1 week. In group 2, epithelialization was achieved in all cases,
regardless of the time that the implant remained in place. Conclu-
sion. Amniotic membrane implanted as a therapeutic contact lens
can be an effective and safe option for the treatment of different
epithelial defects. In patients with persistent epithelial defects, the
number of cases with complete postoperative epithelialization was
higher when the amniotic membrane remained in place longer. The
early detachment of the amniotic membrane implant remains a
major problem, even with the use of multiple fixation sutures.
Key Words: Epithelial defect—Persistent epithelial defect—
Amniotic membrane—Therapeutic contact lens—Soft contact
lens—Bandage contact lens.

There are various pathologies that can affect the ocular surface
resulting in epithelial defect formation that may become persistent
if normal epithelialization processes fail. In these cases, a delay in
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epithelialization can lead to the formation of permanent anterior
stromal opacification, corneal ulceration with thinning, or even
perforation. Therefore, treatment must be initiated as soon as an
epithelial defect has been diagnosed to achieve epithelialization as
quickly as possible and to try to prevent possible complications.
Initially, all possible causes of epithelial defect must be identified
and avoided. If this is not possible, preservative-free artificial tears
should be used and all other possible topical medication stopped to
decrease epithelial toxicity.! If, despite these measures, epithelial-
ization does not occur, therapeutic contact lenses have been the
treatment of choice before proceeding to more aggressive surgical
interventions or less aesthetically satisfactory techniques, such as
lateral tarsorrhaphy. Several studies have demonstrated the effi-
cacy of therapeutic contact lenses for the treatment of persistent
epithelial defects.? However, they are not always effective, and
there are numerous potentially serious complications from their
use. These include infection and corneal stroma neovascularization
in more inflamed eyes.?

In recent years, following the works of Kim and Tseng,* interest
in the use of amniotic membrane in ocular surface pathology has
been revived, achieving favorable results in the treatment of dif-
ferent corneal and conjunctival pathologies.>~'? Amniotic mem-
brane, when used as a graft to cover conjunctival defects or corneal
ulcers, acts like a basement membrane. Because of its structure and
the presence of growth factors,'? it favors the growth of epithelial
tissue over it, thus restoring the ocular surface. However, im-
planted in this manner, the epithelium grows over the amniotic
membrane, which remains trapped within the stroma for months,
affecting the transparency of the cornea. Recently, some authors
have used amniotic membrane as a patch. A patch has been used
to improve corneal healing in cases of chemical or thermal burns,'*
in cases of neurotrophic ulcer with or without previous amniotic
membrane corneal graft,'> and after excimer laser photoabla-
tion.'®'® In theory, amniotic membrane could also act as a thera-
peutic contact lens if used to cover the entire corneal surface in
patients with a persistent epithelial defect. In this way, the me-
chanical advantages afforded by a soft contact lens® combine with
the biologic properties of the amniotic membrane.>**'* In addition,
because the entire cornea is covered, extending beyond the edges
of the epithelial defect, epithelialization occurs underneath the
amniotic membrane. The membrane is neither trapped within the
cornea nor affects the transparency of the cornea once it has been
eliminated.
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In this report, we present our results using amniotic membrane
as a therapeutic contact lens for the treatment of epithelial defects
without stromal ulceration, both in persistent epithelial defects and
in some cases with surgically induced epithelial defects.

MATERIALS AND METHODS

From January to December 1999, we used the amniotic mem-
brane implant as a therapeutic contact lens in 20 eyes of 20 con-
secutive patients with epithelial defects without stromal ulceration.
They were divided into two groups depending on the nature of the
epithelial defect. In group 1, we included 10 eyes with persistent
epithelial defects unresponsive to medical therapy (clinical and
demographic data are summarized in Table 1). In all patients,
topical medications had been discontinued and preservative-free
artificial tears were used for a minimum of 4 weeks. If this therapy
failed to achieve complete epithelialization, we performed amni-
otic membrane implantation. All patients with limbal stem cell
deficiency diagnosed on clinical examination or impression cytol-
ogy were excluded. The mean duration of the epithelial defect
before surgery was 6.6 weeks (range, 4-10). The persistent epi-
thelial defects occurred after penetrating keratoplasty (three cases),
pars plana vitrectomy (two cases), ocular chemical burns (two
cases), and radiotherapy (three cases). In five of these 10 patients,
the amniotic membrane was implanted covering the entire cornea
without extending beyond the limbal region (C), and in the other
five patients, the amniotic membrane was used to cover the entire
cornea extending beyond the limbus by 3 mm in 360 degrees
(C+L) (Fig. 1).

In group 2, we included 10 eyes with surgically induced corneal
epithelial defects (clinical and demographic data are summarized

FIG. 1. Implantation technique of the amniotic membrane (C + L).
The amniotic membrane covers the entire corneal surface extending
beyond the limbus by 3 mm in 360°. A running 10-0 nylon suture is
used at the peripheral cornea in addition to interrupted 9-0 Vicryl
sutures to secure the limits of the implant at the conjunctiva.

in Table 2). These included three cases of Salzmann’s degenera-
tion and two of congenital aniridia. They had raised degenerative
subepithelial lesions or corneal pannus that affected visual acuity
and caused ocular discomfort. A superficial keratectomy respect-
ing Bowman’s membrane was performed in these five patients,
followed by an amniotic membrane implant to cover the entire
cornea extending beyond the limbus by 3 mm in 360 degrees
(C+L). The other five cases corresponded to neurotrophic corneal
ulcers treated with an amniotic membrane graft. In these cases, in
the same surgical procedure, an amniotic membrane patch was
implanted that covered the graft and the entire cornea without
extending beyond the limbus (C) (Fig. 2).

TABLE 1. Persistent epithelial defects

Patient Age PED
no. (y) Gender Primary diagnosis Secondary diagnosis (wk)
1 47 F PED after chemical burn Amblyopia 6
2 55 F PED after radiotherapy Graves thyroid ophthalmopathy 7
3 51 F PED after PK SLE/dry eye, previous PK 8
4 67 F PED after 2 PPV Diabetes mellitus 7

PDR
5 74 M PED after PK ABK (2 PK) 8
glaucoma
6 49 M PED after radiotherapy Cranial base tumor/floppy eyelid 6
7 45 F PED after PK 2 previous PPV 4
8 23 F PED after chemical burn 10
9 28 M PED after 2 previous PPV High myopia 4
10 63 M PED after radiotherapy Sebaceous carcinoma of eyelid 6
Patient Postoperative AM duration Outcome after first
no. Treatment SCL (d) AM implant Additional surgical procedures after AM
1 AM (C+L) No 13 Complete epithelialization
2 AM (C+L) No 19 Complete epithelialization
3 AM (C) No 7 Partial epithelialization AM (C) with postop SCL — complete
epithelialization (23 d)
4 AM (C) Yes 14 Complete epithelialization
5 AM (C) No 20 No epithelialization
6 AM (C) Yes 6 Partial epithelialization Lateral tarsorrhaphy
7 AM (C+L) No 5 Partial epithelialization AM (C) with postop SCL — no
epithelialization (3 d)
8 AM (C+L) No 3 No epithelialization
9 AM (C) No 4 No epithelialization
10 AM (C+L) No 4 No epithelialization

PED, persistent epithelial defect; SCL, soft contact lens; AM, amniotic membrane; PK, penetrating keratoplasty; PPV, pars plana vitrectomy;
SLE, systemic lupus erythematosus; PDR, proliferative diabetic retinopathy; C+L, implant covers cornea and limbus; C, implant covers cornea.
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TABLE 2. Surgically induced epithelial defects

Patient Age Postop AM duration

no. (y) Gender Diagnosis Surgical treatment AM patch SCL (d) Outcome

11 62 M Salzmann’s degeneration Superficial keratectomy AM (C+L) No 21 Complete epithelialization

12 65 M Salzmann’s degeneration Superficial keratectomy AM (C+L) No 5 Complete epithelialization

13 32 F Corneal pannus in Superficial keratectomy AM (C+L) No 6 Complete epithelialization
congenital aniridia

14 57 M Salzmann’s degeneration Superficial keratectomy AM (C+L) No 7 Complete epithelialization

15 23 M Corneal pannus in Superficial keratectomy AM (C+L) No 3 Partial epithelialization
congenital aniridia

16 58 M Neurotrophic corneal ulcer AM graft AM (C) No 13 Complete epithelialization
(postherpetic)

17 28 M Neurotrophic corneal ulcer AM graft AM (C) No 8 Partial epithelialization
(post-PK)

18 27 M Neurotrophic corneal ulcer AM graft AM (C) Yes 28 (removed) Complete epithelialization
(post-PPV)

19 83 M Neurotrophic corneal ulcer AM graft AM (C) Yes 34 (removed) Complete epithelialization
(post-PK)

20 68 M Neurotrophic corneal ulcer AM graft AM (C) Yes 31 (removed) Complete epithelialization
(postherpetic)

AM, amniotic membrane; C+L, implant covers cornea and limbus; C, implant covers cornea; PK, penetrating keratoplasty.

The amniotic membrane was prepared and preserved using the
method previously described by Tseng and colleagues.® The hu-
man placenta is obtained from elective cesarean sections in women
who have been previously screened with serologic tests for human
immunodeficiency virus, hepatitis B, hepatitis C, and syphilis. The
placenta is washed under a laminar flow hood with a sterile solu-
tion containing 50 wL/mL penicillin, 50 pL/mL streptomycin, 100
wL/mL neomycin, and 2.5 pL/mL amphotericin B. The amnion is
blunt dissected from the chorion. It is then mounted on fragments
of nitrocellulose paper, with the epithelium uppermost. The frag-
ments of amniotic membrane are preserved at —80°C in sterile
recipients containing equal amounts of Dulbecco’s modified Eagle
medium (Life Technologies Inc., Paisley, Scotland) and glycerol.

The same surgeon carried out all the surgical interventions
(0.G.) under peribulbar anesthesia. In the 10 cases of persistent
epithelial defect, any poorly adhered epithelium was removed from
the margins of the defect using microsponges and a 0.12 forceps.
The amniotic membrane was implanted with the epithelial side
uppermost. When the membrane was used to cover the entire

FIG. 2. Implantation technique of the amniotic membrane (C) in a
patient with a neurotrophic ulcer. In this patient, the amniotic mem-
brane covers the entire corneal surface (and the previous graft) with-
out extending beyond the limbus. It is secured at the peripheral
cornea with interrupted 10-0 nylon sutures, in parallel to and 0.5 mm
from the limbus. The knots must be buried with care.
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cornea without extending beyond the limbus (C), it was secured
using interrupted 10-0 nylon sutures parallel to and 0.5 mm from
the limbus, with the knots buried (Fig. 2). When the amniotic
membrane implant was applied to the entire cornea extending be-
yond the limbus in 360 degrees by 3 mm (C+L), it was doubly
secured using both continuous 10-0 nylon sutures on the peripheral
cornea and interrupted 9-0 Vicryl sutures at the conjunctiva with
episcleral bites (Fig. 1). In all patients, chloramphenicol and dexa-
methasone ointments were applied at the end of the surgery, with
ocular occlusion for the first 24 hours. A therapeutic contact lens
was fitted once the occlusion had been removed in five of the 10
cases in which the amniotic membrane covered the cornea alone to
maintain the membrane in position longer. In the remaining five
cases and in the additional 10 cases in which the membrane ex-
ceeded the limbus, therapeutic contact lenses were not used. Post-
operative treatment consisted of dexamethasone drops twice daily
and chloramphenicol drops three times daily in the patients fitted
with a therapeutic contact lens, and the same in ointment form in
those without.

A second implant was used that did not extend beyond the
limbus (C) combined with a therapeutic contact lens to maintain
the membrane in place longer in cases in which improvement had
been shown but not complete epithelialization, after early loss of
the original amniotic membrane implant (cases 3 and 7 in Table 1).
In case 6 (Table 1), in which early detachment of the implant with
partial epithelialization had also occurred, we preferred to perform
a lateral tarsorrhaphy. In this case, we opted for a lateral tarsor-
rhaphy instead of a second amniotic membrane implant because
the patient presented with a mild floppy eyelid syndrome.

RESULTS

There were no intra- or postoperative complications. In the early
postoperative period, all cases showed a decrease in ocular hyper-
emia, which included the uncovered conjunctiva surrounding the
amniotic membrane. The amniotic membrane implant remained in
place for a mean of 12.5 days (with a minimum of 3 days and a
maximum of 34 days). In group 1, which consisted of 10 patients
with persistent epithelial defect, complete epithelialization oc-
curred in three cases and partial epithelialization in three. There
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FIG. 3. Implantation of amniotic membrane as a graft in a case of
corneal ulceration. The amniotic membrane is grafted on the stromal
defect (in one or more layers) and sutured without extending beyond
the borders of the ulcer. The epithelialization in these cases will
occur over the amniotic membrane, which remains trapped within the
stroma until reabsorption is completed (amniotic membrane is shown
in black and corneal-conjunctival epithelium in gray).

was no response in four cases. The amniotic membrane implant
detached within the first week in six of the 10 cases and in the
remaining four cases between 2 and 3 weeks. Complete epitheli-
alization was achieved in three of the four cases in which the
amniotic membrane remained in place for 2 or more weeks. In
contrast, complete epithelialization occurred in none of the six
cases in which the amniotic membrane implant was lost during the
first week. Of these patients, half showed no response, and half
achieved only partial epithelialization. Of the cases in which only
partial epithelialization occurred, one patient achieved complete
epithelialization after a second implant (case 3), another patient
showed no change despite another implant (case 7), and the
third patient, with an associated floppy eyelid, proceeded to
tarsorrhaphy (case 6). A therapeutic contact lens was applied post-
operatively in two of the five cases with type C implants. In case
4, the implant remained in situ for 14 days with complete epithe-
lialization achieved, whereas in case 6, the implant became de-
tached on day 6, probably owing to an associated floppy eyelid.

In the second group, consisting of 10 patients with surgically
induced epithelial defects, complete epithelialization was achieved
irrespective of the length of time the amniotic membrane implant
remained in place. Complete epithelialization was observed in
eight of the 10 cases at the time of detachment or removal of the
amniotic membrane. Partial epithelialization was observed in the
two remaining cases when the implant became detached (at 3 and
8 days). However, both achieved complete spontaneous epitheli-
alization within a few days. The application of a therapeutic con-
tact lens postoperatively over the amniotic membrane in the five
cases of this group in which the implant did not extend beyond the
limbus (C) increased the time the amniotic membrane remained in
situ. In cases 16 and 17, in which a contact lens was not used, the
amniotic membrane became detached within 2 weeks. In cases 18,
19, and 20, the contact lens and amniotic membrane remained in
place for more than 4 weeks, until both were removed. The mean
follow-up period was 17 months (range, 12-23). No recurrence of
the epithelial defect occurred in any of the cases that had re-
sponded to the amniotic membrane implant.

DISCUSSION

In recent years, various studies have shown the amniotic mem-
brane graft to be effective in the treatment of a variety of patholo-

gies: corneal ulcers,”'*'> bullous keratopathy,'! and in the recon-
struction of the ocular surface in cases of partial limbal stem cell
deficiency.® The surgical technique used in all these situations
involves covering the epithelial-stromal defect with a fragment of
amniotic membrane, occasionally using more than one layer of
amniotic membrane. This amniotic membrane fragment was su-
tured edge to edge to the surrounding healthy epithelium (Fig. 3),
without extending beyond the margins of the epithelial defect. In
this way, the amniotic membrane acts as a basal membrane, al-
lowing reepithelialization over it, stemming from the surrounding
healthy epithelium. Thus, we can treat corneal ulcers before they
progress to perforation,”'® improve the symptoms in bullous ker-
atopathy associated with poor visual potential,'' or reconstruct in
cases with severe ocular surface pathology.® However, with this
technique, the amniotic membrane becomes trapped beneath the
newly formed epithelium, which can considerably affect corneal
transparency for several months at least. Therefore, this technique
should not be used in cases in which an epithelial defect alone is
involved or in those in which reepithelialization could achieve a
full recovery of the visual acuity. In this report, we present our
results using amniotic membrane implantation as a patch. The
entire corneal surface is covered with the amniotic membrane,
overlapping the edges of the epithelial defect, so that epithelial-
ization occurs beneath the amniotic membrane (Fig. 4). In this
way, corneal transparency is completely restored once the amniotic
membrane either detaches or dissolves. The amniotic membrane
used in this manner provides many of the advantages given by a
therapeutic contact lens in that it helps to stabilize the corneal
epithelium, protect against rubbing of the eyelids, decrease symp-
toms, and avoid drying of the cornea.® It also has a variety of
biologic properties that have been previously demonstrated to fa-
vor epithelialization, which include high growth factor concentra-
tions,'* along with a reduction in inflammation and scarring.''
This combination of mechanical and biologic effects suggests, at
least theoretically, that the amniotic membrane implant could be a
superior option to the therapeutic contact lens. However, the length
of time that this type of implant remained in situ was the main
problem found in our study. The amniotic membrane implant be-
came detached within the first week in more than half of the cases,
despite the use of more fixation sutures in some of these patients.

FIG. 4. Implantation of amniotic membrane as a therapeutic lens in
a case of persistent epithelial defect. Bowman’s membrane is con-
served in these cases, and the amniotic membrane is used to cover
the entire corneal surface, extending beyond the epithelial defect.
Epithelialization will occur underneath the membrane (amniotic
membrane is shown in black and corneal-conjunctival epithelium in

gray).
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This was probably owing to the mechanical effect of the eyelids
because the epithelialization had taken place beneath the amniotic
membrane and it was not tethered. We did not observe any dif-
ferences in corneal epithelialization or length of time that the am-
niotic membrane remained in place between the two implantation
techniques (C and C+L). Nevertheless, in those patients in whom
the amniotic membrane did not extend beyond the limbus (C), the
application of a therapeutic contact lens postoperatively succeeded
in increasing the time that the implant remained in place. On
examining the results of the 20 cases of the two groups, we found
that four of five cases retained the membrane for 2 or more weeks
with this implantation technique.

There was a difference in the degree of epithelialization between
the two groups of patients. Group 1 comprised patients who
showed difficulty in epithelialization. In these patients, we ob-
served a relationship between the length of time that the amniotic
membrane implant remained in place and a successful outcome.
Complete epithelialization was achieved in three of the four pa-
tients in whom the amniotic membrane implant remained in place
for 2 or more weeks (cases 1, 2, 4, and 5). The opposite was true
when the membrane remained in place for less than a week, which
was not long enough for complete epithelialization in all cases.

Because most cases of persistent epithelial defect respond to
medical treatment with preservative-free lubricants or therapeutic
contact lenses, these should be used as first-line treatments. Only
when these options fail should surgical treatment be considered. In
such cases, a corneal amniotic membrane implant (C) combined
with a therapeutic contact lens could be a therapeutic option that
some patients may prefer as an alternative to tarsorrhaphy.

Group 2 included patients with surgically induced epithelial
defects. These patients presented fewer problems with regard to
epithelialization than the patients in group 1. Epithelialization was
achieved in all group 2 patients, regardless of the time that the
implant remained in place. At the same time, two distinct groups
of patients can be found in group 2. The first five patients (cases
11 to 15) presented with subepithelial corneal degeneration asso-
ciated with congenital aniridia or Salzmann’s degeneration. Epi-
thelialization is also achieved in these patients without the use of
an amniotic membrane implant on the epithelial defect left after
superficial keratectomy.

However, these patients show a certain degree of hypofunction
at the limbal stem cell level, and we frequently obtain a whirlwind-
type pattern of epithelialization. With the use of the amniotic mem-
brane implant to cover the cornea and limbus (C+L), we have seen
more rapid and smoother epithelialization, especially in the cases
of Salzmann’s degeneration. This could be explained by the pres-
ence of growth factors'® and the anti-inflammatory properties'' of
the amniotic membrane. Finally, in cases 16 to 20 of group 2, a
corneal implant that did not overlap the limbus (C) was used to
cover an amniotic membrane graft in the treatment of neurotrophic
corneal ulcers. Various studies have demonstrated that a small
graft at the site of the ulcer, consisting of one or more layers, can
achieve corneal epithelialization.”'® In these cases, we always use
the remaining fragment of amniotic membrane to cover the graft
and corneal surface. In this way, the second implant acts as a
therapeutic contact lens by protecting the original graft and pro-
viding larger quantities of growth factors and anti-inflammatory
substances. Thus, epithelialization is promoted over the stromal
graft and beneath the implant, which acts like a patch.

Cornea, Vol. 21, No. 1, 2002

There is still dispute as to how the amniotic membrane should
be implanted, with either the basement membrane or the stromal
surface uppermost. When we want the epithelialization to occur
over the amniotic membrane (as in corneal ulcers and conjunctival
defects), the amniotic membrane should undoubtedly be placed
with the basement membrane uppermost, where it acts as an ex-
cellent substrate for epithelialization. However, when used as a
therapeutic contact lens, with the aim of inducing epithelial growth
beneath it, it remains unclear which is the better implantation
method. A recent study'* used the amniotic membrane to cover the
entire ocular surface including the conjunctival fornices in the
treatment of acute chemical burns. The amniotic membrane was
applied with the stromal surface uppermost in five eyes and the
basement membrane uppermost in eight. Although the results in
general were favorable, the criteria used in choosing the cases were
not specified in the article nor were the results for each group
given separately. We obtained favorable results in our series with
the application of the amniotic membrane with the basement mem-
brane uppermost in all cases. We have also applied the amniotic
membrane with the stromal surface uppermost in subsequent cases
(unpublished data). Although only a few patients were involved
with a short follow-up time, little variation was observed with
respect to epithelialization, decrease in inflammation, or the length
of time that the amniotic membrane remained in place. In our
view, there is probably little difference between the two forms of
implantation in these cases because the basement membrane plays
a less important role, and growth factors and anti-inflammatory
substances can diffuse to the surrounding tissues. However, further
studies using a larger number of cases will help to clarify this
point.

Despite the small number of cases in the study, we believe that
three significant conclusions can be made. First, the amniotic
membrane implant used as a patch can be useful and safe to
achieve healing in some cases of persistent epithelial defect that
have not responded to medical treatment. Second, when the am-
niotic membrane implant remains in place longer, the number of
successful cases appears to increase. Finally, the implantation
technique C plus postoperative soft contact lens achieved longer
duration of the amniotic membrane implant than the other possible
implantation techniques (C and C+L). However, we should re-
member that this is a surgical approach. For this reason, we con-
sider that the treatment of a persistent epithelial defect should be
primarily medical with the use of preservative-free artificial tears,
with or without therapeutic contact lens. This treatment is usually
successful in most cases. In cases in which medical treatment has
failed, an amniotic membrane implant can be a safe and useful
alternative that some patients may prefer over tarsorrhaphy. Ac-
tually, our preferred technique of implantation is to use an amni-
otic membrane corneal implant without extending beyond the lim-
bus with a postoperative soft contact lens to increase the time that
the implant remains in place.

To evaluate whether amniotic membrane implantation is supe-
rior to other alternative therapies (soft contact lens alone or
tarsorrhaphy), prospective comparative studies with larger case
numbers should be performed.

In the same way, amniotic membrane can be used like a thera-
peutic contact lens to protect another underlying amniotic mem-
brane graft or to help epithelialization after corneal surgery in
cases of superficial keratectomy or in which extensive deepitheli-
alization has occurred.
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Figura 4. Degeneracion nodular de Salzmann, aspecto preoperatorio (imagen superior

izquierda). Aspecto postoperatorio un dia después de realizar la queratectomia
superficial y el recubrimiento con membrana amnibtica (superior derecha).
Epitelizacion normal y ausencia de inflamacion en la superficie ocular 3 semanas
después de la cirugia, tras retirar el implante de membrana amnidtica (imagenes

inferiores)
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Figura 5. Ulcera corneal tréfica sin respuesta al tratamiento médico (imagen superior

izquierda). Tras la limpieza quirdrgica de la base y los margenes de la lesion se realizé
un injerto de membrana amniética en la zona del defecto tisular y un recubrimiento con

membrana amnidtica protegiendo toda la superficie corneal hasta el limbo.
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HISTOLOGIC FINDINGS AFTER AMNIOTIC MEMBRANE GRAFT IN THE HUMAN

CORNEA

Gris O, Wolley-Dod C, Guell JL, Tresserra F, Lerma E, Corcéstegui B, Adan A.

Ophthalmology 2002; 109: 508-512.
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COMENTARIO

En este estudio se describen por primera vez los hallazgos histologicos tras el injerto
de membrana amniética en la cornea, y los posibles mecanismos de reabsorciéon de
ésta en dos situaciones clinicas diferentes. Se incluyeron dos pacientes con Ulcera
corneal neurotréfica (uno con ausencia de vascularizacién corneal y otro con una
significativa neovascularizacion estromal) en los que el injerto de membrana amnidtica
consiguio la curacion, y que 3 y 7 meses después del implante requirieron de una
queratoplastia penetrante. Las cOrneas extraidas permitieron el estudio
anatomopatolégico.

En ambos casos se constatd una epitelizacién normal en la zona del injerto sobre la
membrana basal de la membrana amniotica. La membrana amnidtica se identificd
como una banda de un material homogéneo, acelular y eosinofilico, de unas 70 um de
espesor. En las zonas en las que la membrana amnidtica habia sido reabsorbida, ésta
fue sustituida por un tejido fibrético de reparacion que ayudd a la recuperacion parcial
del estroma perdido pero que no presentaba la transparencia del estroma corneal
normal. En la cérnea avascular del caso 1 se evidencié, mediante estudios histolégicos
e inmunohistoquimicos, una ausencia de reaccion inflamatoria o de rechazo en el
estroma corneal. En estos casos de cérnea avascular creemos que los queratocitos
activados, con capacidad de fagocitosis y de sintesis de colagenasas, son los
responsables de un lento proceso de reabsorcion. Por el contrario, en la cérnea del
caso 2 que presentaba una neovascularizacion estromal importante, la reabsorcion de
la membrana amniotica se produjo con mayor rapidez. Los estudios histologicos
demostraron una gran cantidad de células inflamatorias en la zona, que mediante
técnicas de inmunohistoquimica fueron identificadas como histiocitos y linfocitos T en

su gran mayoria (y en menor grado linfocitos B).
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En conclusién, el injerto de membrana amnidtica consigue una epitelizacion adecuada
sobre su membrana basal y tras la reabsorcion es sustituida por un tejido de
caracteristicas fibroticas. En ausencia de vasos estromales no hay reaccion
inflamatoria ni de rechazo alrededor del injerto por lo que el proceso de reabsorcién es
lento. En presencia de neovasos estromales la reabsorcion es rapida por la llegada de

abundantes células inflamatorias a la zona.
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Histologic Findings after Amniotic
Membrane Graft in the Human Cornea

Oscar Gris, MD,"*? Charlotte Wolley-Dod, MD,? José L. Giiell, MD," Francesc Tresserra, MD,?
Enrique Lerma, MD,* Borja Corcostegui, MD," Alfredo Addn, MD'*?

Objective: To describe the histopathologic findings in the human cornea several months after a stromal
amniotic membrane graft. To show the clinicopathologic correlation after the graft in two cases with different
follow-up times.

Design: Two interventional case reports with clinicopathologic correlation.

Participants: Two patients with neurotrophic corneal ulcer unresponsive to medical treatment (one with
stromal vascularization and the other without stromal vascularization).

Intervention: Amniotic membrane graft was performed in both patients to treat the neurotrophic ulcer. Three
and 7 months after amniotic membrane grafting, a penetrating keratoplasty was needed, and the removed
corneas were analyzed.

Main Outcome Measures: Clinical and histopathologic examinations, including routine histopathologic and
immunohistochemical studies.

Results: Complete epithelialization was observed on histologic examination over the basement membrane
of the amniotic membrane graft. The amniotic membrane was slowly reabsorbed in the cornea without stromal
vascularization with no inflammatory reaction produced. In the cornea that had stromal vascularization the
amniotic membrane was rapidly reabsorbed because of the presence of abundant inflammatory cells. Once
reabsorbed, the amniotic membrane was replaced by new fibrotic stroma, that was different from that found in
the rest of the cornea but that helped to maintain corneal thickness.

Conclusions: The amniotic membrane graft allows for correct epithelialization in cases of neurotrophic
corneal ulcer. Once the amniotic membrane is reabsorbed, it is replaced by a new fibrotic stroma, which can
reduce corneal transparency. In corneas that have no stromal vascularization, the graft may remain in the stroma
for many months, compromising corneal transparency during this period. Ophthalmology 2002;109:508-512
© 2002 by the American Academy of Ophthalmology.

In recent years the amniotic membrane has been proposedeas where thinning has occurfed However, we do not

as a useful treatment option for a variety of ocular surfac&know how the amniotic membrane behaves several months
diseases;” and its clinical use has increased enormouslyafter implantation within the human stroma on a histologic
around the world. Its important properties include the abilitylevel. We report on the histologic findings in two human
to favor epithelializatiort;>® and its antiinflammatory and corneas, which required penetrating keratoplasty several
healing effect$:”® The amniotic membrane graft has months after an amniotic membrane graft for the treatment
proven to be an effective treatment for noninfectious cor-of a neurotrophic corneal ulcer. In the first case there was no
neal ulcers otherwise unresponsive to medical therapy. Istromal vascularization of the cornea, which was removed 3
these cases the amniotic membrane acts as a basemembnths after an amniotic membrane graft. In the second
membrane, favoring an overlying epithelialization, therebycase the cornea had considerable stromal vascularization
achieving healing with an increase in corneal thickness irand was removed 7 months after amniotic membrane graft-
ing. As far as we are aware, there have been no previously
reported histologic studies that analyze amniotic membrane
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extensive corneal epithelial defect was observed. Epithelialization
did not occur despite the interruption of all topical medication
except preservative-free artificial tears, and a neurotrophic corneal
ulcer subsequently formed. It measured 4 mm in diameter and was
approximately 20% of the corneal thickness in depth. In January
2000 we decided to perform an amniotic membrane graft. The
amniotic membrane was extracted and processed using the previ-
ously described protocol.® With the use of peribulbar anesthesia
the ulcer base and edges were debrided with a microsponge and
fine forceps, and the poorly adherent epithelium adjacent to the
edge of the ulcer was removed. An amniotic membrane graft of the
same dimensions as the ulcer was sutured (epithelial surface up-
permost), using separate radial sutures of 10-0 nylon. Tobramycin
drops three times a day were prescribed postoperatively, and
sutures were removed 4 weeks later. By this time the corneal
surface had completely epithelialized, and the amniotic membrane
graft could be seen beneath the epithelium filling the stromal
defect of the ulcer (Fig 1). Three months after the graft, the patient
had anew tractional retinal detachment. Although partial reabsorp-
tion of the amniotic membrane was observed, a substantial frag-
ment of amniotic membrane remained subepithelialy (Fig 2). A
combined penetrating keratoplasty and pars plana vitrectomy was
performed; because of the lack of corneal transparency, a tempo-
rary Eckardt keratoprosthesis was used during the retinal surgery.
The removed cornea with the intrastromal amniotic membrane was
sent for histologic examination.

Histopathologic Findings

The histopathologic findings of the removed cornea included the
complete epithelialization of the corneal surface and a uniform
stromal thickness. The more peripheral epithelialization that had
occurred over the amniotic membrane seemed normal, with five to
seven cell layers. Centrally, however, the squamous epithelium
was thinner, only two to three cells thick (Fig 3). Bowman’s layer
was normal in appearance except centraly, in the area of the
corneal ulcer, where it was absent. A 70-um-thick acellular eo-
sinophilic homogenous band was observed in the central cornea.
This band of tissue corresponded to the amniotic membrane graft,
which did not stain with periodic acid-Schiff or Congo red but did
stain green with Gomori’s trichome. No inflammatory reaction or
graft rejection was seen. No giant cells were observed, and immu-
nohistochemical stains (antibodies MAC 387, CD68, and ly-
sozyme) were negative for monocytic or histiocytic cells around
the graft. On histologic examination, we observed that tissue
reabsorption produced discontinuities in the amniotic membrane
graft, which were filled by fibroblasts and collagen through a
process of repair (Fig 4). A basal membrane was observed between
the epithelium and the amniotic membrane (Fig 3), pertaining to
the latter. This basement membrane was not seen where the
epithelium had grown over healthy stroma. No alterations to the
endothelium, subendothelium, or Descemet’s membrane were
observed.

Patient 2

A 69-year-old man with a 5-month history of keratitis in the left
eye was referred to us in July 2000. The patient had an unremark-
able medical history, with no previous ocular diseases or surgeries.
A corneal neurotrophic ulcer was observed on dlit-lamp examina-
tion, measuring 3 mm in diameter and approximately one-third
corneal thicknessin depth. Stromal vascularization, which reached
the superior and inferior margins of the ulcer, was also observed.
Preservative-free artificial tears were prescribed, and all previous
topical medications were suspended. Despite this treatment, no
significant change was noted after 2 weeks, and the patient went on

to surgery, using a technique similar to that described in case 1.
The amniotic membrane was extracted and processed using the
previously described protocol.r With the use of peribulbar anes-
thesia, the ulcer base and edges were debrided with a microsponge
and fine forceps, and the poorly adherent epithelium adjacent to the
edge of the ulcer was removed. An amniotic membrane graft of the
same dimensions as the ulcer was sutured (epithelial surface up-
permost), using separate radial sutures of 10-0 nylon. Tobramycin
drops three times a day were prescribed postoperatively, and
sutures were removed 3 weeks later. By this time the corneal
surface had completely epithelialized, and the amniotic membrane
graft could be seen beneath the epithelium filling the stromal
defect of the ulcer (Fig 5).

At the postoperative visits, the superficial vascularization that
only reached the margins of the corneal ulcer preoperatively, was
observed to grow, along with the epithelium, over the amniotic
membrane graft. Four months after grafting, the ulcer was com-
pletely epithelialized, and partial recuperation of the stromal thick-
ness was observed. On dlit-lamp examination a residual stromal
haze was noted, although no amniotic membrane remnants could
be identified, and superficial vascularization was observed extend-
ing acrossthe central cornea over the amniotic membrane graft site
(Fig 6). Seven months after the grafting, a penetrating keratoplasty
was performed to improve the visual acuity reduced by the corneal
opacity. The removed cornea was sent for histologic examination.

Histopathologic Findings

As in case 1, the histopathologic findings of the removed cornea
included the complete epitheliaization of the corneal surface with
a partia recuperation of the stromal thickness. The periphera
corneal epithelium seemed normal, with five to six cell layers and
a normal basement membrane and Bowman's layer. However,
Bowman's layer was absent in the area of the ulcer, where stromal
thinning was observed along with epithelial hyperplasia attempting
to compensate for the stromal thinning (Fig 7). Amniotic mem-
brane remnants could not be identified beneath the epithelium at
the site where the amniotic membrane graft had been implanted 7
months previously. A wide band of newly formed fibrous tissue,
different from that of the adjacent corneal stroma, was observed in
its place (Fig 8). In contrast to case 1, vascularization and a large
inflammatory cell infiltrate were observed in the corneal stroma of
this patient (Fig 7). Immunohistochemical stains (CD-68, Pan T
CD-3 y, Pan B CD-20) identified the infiltrate to be largely
composed of histiocytes and T-lymphocytes, with a lesser propor-
tion of B-lymphocytes. The endothelium and Descemet’s mem-
brane were normal.

Discussion

Neurotrophic corneal ulcer is one of the most important
indications for the use of amniotic membrane among the
possible applications that have emerged in recent years. In
these cases amniotic membrane acts as a substrate for epi-
thelialization, along with the help of its abundant growth
factors.® The amniotic membrane has also been shown
clinicaly to help in the restoration of lost stromal thickness
caused by ulceration.> However, the histologic changes that
occur in this process have not been documented. In this
study the histologic findings and clinical aspects of two
cases of neurotrophic corneal ulcer treated with amniotic
membrane grafts are presented some months after implan-
tation of the grafts. These two cases basically differed in the
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Figure 1. Amniotic membrane graft 4 weeks after surgery for the treatment of a neurotrophic ulcer in case 1. The figure shows intrastromal amniotic
membrane graft with complete epithelialization over it.

Figure 2. Amniotic membrane graft 3 months after surgery in case 1. The figure shows the partial reabsorption of the graft without surrounding
inflammatory reaction.

Figure 3. Eosinophilic subepithelial band corresponding to the amniotic membrane in case 1. The epithelium over the amniotic membrane was thinner
in the central area. There was a basement membrane between the epithelium and the amniotic membrane. The basement membrane was absent in those
areas in which the epithelium did not cover the amniotic membrane (stain, periodic acid-Schiff; original magnification, X200).

Figure 4. Amniotic membrane graft shows a central discontinuity being replaced by new corneal stroma in case 1 (stain, periodic acid-Schiff; original
magnification, X100).

Figure 5. Amniotic membrane graft 3 weeks after surgery for the treatment of a neurotrophic corneal ulcer in case 2. The figure shows intrastromal
amniotic membrane graft with complete epithelialization over it.

Figure 6. Appearance of the cornea in case 2, 4 months after surgery. No amniotic membrane remnants can be identified, although a residual stromal
opacity is observed. The superficial vascularization that was limited to the margins of the original ulcer has grown, along with the epithelium, over the
amniotic membrane.

Figure 7. Histologic findings of the cornea in case 2, 7 months after grafting of the amniotic membrane. Epithelial hyperplasia and a discontinuity in
Bowman’s layer are observed at the ulcer site. No remnants of amniotic membrane can be identified, and a newly formed stroma with abundant
inflammatory cells can be seen in its place (stain, periodic acid-Schiff; original magnification, X400).

Figure 8. Stroma of the cornea in case 2 after the reabsorption of the amniotic membrane. The observed blood vessel is located in the ulcer base and
separates the newly formed fibrotic stroma (above) from the original normal stroma (below) (stain, periodic acid-Schiff; original magnification, X400).

<
<«

time that the amniotic membrane remained in the stroma
and in the presence or absence of stromal vascularization.
These two factors should therefore be taken into account
when analyzing the differences in behavior of the graft in
each case. In case 1, of a cornea with no stromal vascular-
ization, the amniotic membrane could be observed almost in
its entirety 3 months after grafting, without signs of clini-
cally significant inflammation. In case 2, on the other hand,
in which the original grafted cornea had stromal vascular-
ization, no remnants of the amniotic membrane graft could
be identified on dit-lamp examination 4 months after graft-
ing. Furthermore, superficial vascularization that had
reached the ulcer margins before grafting was observed to
grow readily, along with the epithelium, over the amniotic
membrane. From a histopathologic viewpoint we observed
that, in both cases, complete epithelialization occurs over
the amniotic membrane within a few weeks, making use of
its basement membrane. In case 1, with 3 months of follow-
up, the peripheral squamous epithelium had a normal thick-
ness, whereas in the center, only two to three layers of cells
were observed. This is probably because the norma cen-
tripetal epithelialization is slowed over the amniotic mem-
brane, especialy in patients with neurotrophic problems. In
case 2, with 7 months of follow-up, epithelia hyperplasia
can be observed at the site of the ulcer. In this case a larger
than normal number of cell layers could be observed be-
cause of the longer evolution in an attempt to increase the
corneal thickness. With regard to stromal healing, the am-
niotic membrane, after initially filling the defect, was re-
placed by fibroblasts and collagen in both cases, partially
maintaining the stromal thickness. However, we observed
two important differences between the two cases: first, the
speed with which the amniotic membrane was absorbed,
and second, the presence or absence of an inflammatory cell
infiltrate. In case 1, 3 months after implantation, some
fragments of the amniotic membrane graft had disappeared.
However, in this avascular stroma, an important portion of
the initial implant was still present. Giant cells, which are
often present in aforeign body reaction, were not observed,

and the immunohistochemical studies did not reveal mono-
cytic or histiocytic cells surrounding the graft (which would
be expected to be involved in a resorptive process). Acti-
vated keratocytes are known to have phagocytic properties
against foreign body material and could contribute to stro-
mal collagen dissolution through an increase in synthesis
and secretion of collagen-degrading enzymes.® This could
account for the observed reabsorption of the amniotic mem-
brane in this case without stromal vascularization. In addi-
tion, no inflammation or graft rejection was observed
around the implant. In case 2, no remnants of the amniotic
membrane could be identified 7 months after grafting. The
stromal vascularization aids the migration of inflammatory
cells to the graft site, possibly explaining why the amniotic
membrane was more rapidly absorbed.

In summary, the histologic findings illustrate that the
amniotic membrane achieved a sufficient epithelialization
of the tissues over its basement membrane. Once the amni-
otic membrane is reabsorbed, it is replaced by new fibrotic
stromal tissue that partially conserves the corneal thickness
but does not possess the same transparency of healthy
stroma. In corneas with stromal vascularization, the graft is
rapidly reabsorbed because of the abundance of inflamma
tory cells. The opposite occurs in avascular corneas, in
which the reabsorption of the amniotic membrane is slow,
and no type of inflammatory reaction is produced.

It should be remembered that the graft remains within the
stroma for months, which could affect corneal transparency
during this period. Therefore, we do not recommend the
amniotic membrane graft as the first therapeutic option in
cases in which accurate visualization of the retina will be
required in the postoperative period (possible intraocular
surgery or laser therapy). This is especially important in
those patients that have more shallow corneal ulceration or
when preoperative corneal transparency is not compro-
mised. In these cases, other alternatives such as temporal
tarsorrhaphy can better preserve cornea transparency and
should first be considered.
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REGENERACION CONJUNTIVAL TRAS UN INJERTO DE MEMBRANA

AMNIOTICA SOBRE ESCLERA ISQUEMICA

CONJUNCTIVAL HEALING AFTER AMNIOTIC MEMBRANE GRAFT OVER

ISCHEMIC SCLERA

Gris O, del Campo Z, Wolley-Dod C, Guell JL, Velasco F, Adan A.
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COMENTARIO

Este caso clinico presenta la evoluciéon y el resultado de un injerto de membrana
amniotica sobre la esclera isquémica en un paciente con antecedente de causticacion
ocular por acido sulfarico. El injerto de membrana amniética habia demostrado
previamente su eficacia en la regeneracion conjuntival tras extensas resecciones de
tejido, aunque siempre sin presencia de isquemia ni necrosis en los margenes ni la
base de la reseccién. Este paciente presenté tras la causticacidbn una necrosis
importante a nivel de la conjuntiva, esclera y cornea, produciéndose posteriormente
una calcificacion de todo este tejido. Tras eliminar quirdrgicamente una extensa placa
de tejido calcificado y cualquier resto de tejido necroético o isquémico en los margenes
y base de la lesién se procedi6 al implante de un injerto de membrana amnidética. En el
postoperatorio se consiguié una lenta pero completa epitelizacion sobre el injerto a
partir de la conjuntiva sana circundante.

Este caso clinico demuestra, por primera vez, que el injerto de membrana amniotica
puede conseguir la regeneracion de zonas extensas de conjuntiva incluso sobre un
lecho escleral severamente isquémico. Esta técnica permite evitar la utilizacion de
otros procedimientos mas agresivos y menos satisfactorios como son el autoinjerto de

mucosa bucal o extensos injertos de conjuntiva.
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Case Report

Conjunctival Healing after Amniotic
Membrane Graft over Ischemic Sclera

Oscar Gris, MD, Zoraida del Campo, MD, Charlotte Wolley-Dod, MD,
José L. Gtiell, MD, Fortino Velasco, MD, and Alfredo Adan, MD

Abstract

Purpose:

To present a case of chemical injury associated
with calcification and severe conjunctival and
scleral ischemia, in which tissue regeneration was
achieved using an amniotic membrane graft.

Methods:

A 65-year-old man presented to our department 8
weeks after suffering a chemical injury of his left
eye with sulfuric acid. There was extensive calcifi-
cation of the cornea and conjunctiva, associated
with severe ischemia of the adjacent sclera. After
resection of the calcified tissue and nonviable tis-
sue, amniotic membrane was grafted to cover the
extensive zone of scleral ischemia.

Results:

In the weeks following grafting, slow epithelializa-
tion and revascularization was observed over the
amniotic membrane, stemming from the sur-
rounding healthy conjunctiva.

Conclusion:

Although the presence of ischemia at the base of
the graft has been considered a contraindication
for amniotic membrane transplantation, this case
demonstrates that, provided that the surrounding
tissue is not affected, a graft may be useful. In such
cases an amniotic membrane graft could be at-
tempted before other alternatives, such as con-
juntival or oral mucosal autografts.

Key Words: amniotic membrane transplantation,
amniotic membrane graft, ocular surface recon-
struction, chemical injury, stromal ischemia

(Cornea 2003;22:675-678)

mniotic membrane transplantation has

been used for almost 100 years to aid in
tissue regeneration of cutaneous and mucosal
lesions. In recent years its efficiency has been
demonstrated in the reconstruction of the
ocular surface.'”® When the amniotic mem-
brane is used as a graft in the reconstruction

of tissue defects, it aids epithelialization of
the tissues over its basal membrane in both
the conjunctiva'~? and the cornea,”'° reduc-
ing inflammation and scarring. However, it
may not be useful in certain pathologic con-
ditions. The presence of stromal ischemia has
been considered a contraindication for the
use of amniotic membrane graft."' We pre-
sent a case of a chemical ocular injury asso-
ciated with tissue necrosis in which conjunc-
tival regeneration was achieved using an am-
niotic membrane graft following resection of
the necrotic calcified tissue. This case dem-
onstrates that the amniotic membrane graft
can achieve conjunctival regeneration, even
over extensive areas of scleral ischemia.

CASE REPORT

A 65-year-old man presented to our de-
partment 8 weeks after suffering a chemical
injury with sulfuric acid to his left eye. A
medical report of the accident described a
complete deepithelialization of the cornea
and nasal, inferior, and temporal bulbar con-
junctiva along with corneal stromal edema
and severe ischemia of the bulbar conjunc-
tiva and nasal, inferior, and temporal sclero-
corneal limbus. Treatment had consisted of
copious irrigation of the ocular surface with
normal saline solution in the acute phase fol-
lowed by topical antibiotics, corticosteroids,
and cycloplegic and hypotensive agents.

When we examined the patient 8
weeks after the injury, a visual acuity of
20/25 in the right eye and 20/300 in the left
eye was recorded. On slit lamp examination
of the right eye no abnormalities were found.
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In the left eye, the surface of the lower half of
the cornea (including the anterior stroma),
the inferior, nasal, and temporal bulbar con-
junctiva, and the superficial sclera were cal-
cified (Fig. 1). Through the superior half of
the cornea, which had been protected by the
superior eyelid during the incident, a mature
cataract and an irregular pupil secondary to
posterior synechiae were observed. Although
the intraocular pressure could not be evalu-
ated with applanation tonometry, digital
pressure appeared normal. Surgical interven-
tion was decided on to remove the thick
plaque of calcium, and, although the area of
ischemic conjunctiva and sclera was exten-
sive, we initially chose to use an amniotic
membrane graft to avoid the need for an oral
mucosa or conjunctival autograft from the
contralateral eye. A lamellar keratectomy and
lamellar sclerectomy were performed under
peribulbar anesthesia to remove all calcified
tissue. An effort was made to preserve the
surrounding viable tissue. Once the calcium
plaque had been completely removed, the re-
mains of necrotic conjunctiva surrounding
the lesion were also resected, ensuring that
only healthy conjunctiva remained. Subse-
quently, a single fragment of amniotic mem-
brane was used as a graft on the conjunctival
defect and as a patch over the cornea. The
amniotic membrane was prepared and pre-
served using the method previously de-
scribed by Tseng and colleagues.” The cryo-

FIGURE 1. Eight weeks after the chemical burn,
the eye presented with calcification of the ocular
surface that affected the epithelium and anterior
stroma of the cornea and the superficial sclera

and conjunctiva.

© 2003 Lippincott Williams & Wilkins

preserved amniotic membrane graft was
placed epithelial side up over the bare isch-
emic sclera and was sutured edge-to-edge to
the surrounding healthy conjunctiva with
single 9-0 absorbable sutures. The remaining
part of the same fragment of amniotic mem-
brane was applied as a patch over the entire
cornea and sutured with single sutures paral-
lel to the limbus with 10-0 nylon. Finally,
dexamethasone and chloramphenicol oint-
ment were applied, and the eye was oc-
cluded for 24 hours.

Postoperatively, chloramphenicol oint-
ment three times daily and dexamethasone
ointment twice daily were prescribed until
complete conjunctival epithelialization was
achieved, 8 weeks after surgery. On the sec-
ond postoperative day it was possible to ob-
serve the extensive area of ischemic sclera
beneath the amniotic membrane graft (Fig 2).
Although subsequent tissue regeneration was
slow, at 2 weeks a small degree of conjunc-
tival growth could be observed over the am-
niotic membrane graft. At 4 weeks, over half
of the graft was epithelialized and vascular-
ized (Fig. 3), and at 6 weeks only a small area
near the nasal limbus remained unvascular-
ized (Fig. 4). Within the first 3 weeks follow-
ing surgery complete epithelialization of the
cornea was achieved beneath the patch, from
the superior limbus. However, an epithelial
corneal defect reccurred several days after
the detachment of the amniotic membrane
patch. Four months after surgery complete
epithelialization of the bulbar conjunctiva as

had w..

FIGURE 2. On the first postoperative day the am-
niotic membrane graft can be observed with the
underlying severely ischemic sclera.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



Conjunctival Healing after Amniotic Membrane Graft

FIGURE 3. Four weeks following surgery, epithe-
lialization and vascularization can be observed
over half of the graft.

far as the sclerocorneal limbus was observed,
along with a discrete conjunctivalization of
the inferior peripheral cornea. In the lower
half of the cornea a small epithelial defect
could be observed, with underlying stromal
haze and edema. Slit lamp examination
showed posterior synechiae, an irregular pu-
pil, and a mature cataract, which limited vi-
sion to hand motion. The intraocular pres-
sure was 16 mm Hg by applanation tonom-
etry. At this time the sclerocorneal limbus
was sufficiently vascularized to allow for fur-
ther surgery consisting of limbal and corneal
transplant with cataract extraction.

DISCUSSION

Amniotic membrane can be used as a
graft or as a patch. When employed as a
patch, its objective is to protect the underly-

FIGURE 4. Six weeks following surgery, the graft
has almost achieved conjunctivalization over the
whole area of ischemic sclera.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

ing epithelium and aid its regeneration. It in-
creases the lubrication of the ocular surface,
reduces inflammation, and protects the epi-
thelium from the continual trauma of blink-
ing, thereby promoting epithelialization be-
neath the patch.'? Implanted as a graft over a
tissue defect, the amniotic membrane pro-
vides the missing stromal matrix and encour-
ages epithelialization over its basement mem-
brane.””® Once epithelialization has been
achieved, the fragment of amniotic mem-
brane remains trapped beneath the epithe-
lium and is progressively reabsorbed in ex-
change for newly formed stroma. The mecha-
nism and speed of reabsorption vary,
depending on the presence or absence of vas-
cularization.'® However, there are a number
of clinical situations in which the amniotic
membrane alone is not effective, and its use
is not advisable. These situations include a
total deficit of epithelial stem cells, severe
dry eye syndrome, absence of blinking in se-
vere neurotrophic cases, and stromal isch-
emia.'!

In conjunctival lesions the amniotic
membrane graft aids epithelialization while
maintaining the normal epithelial phenotype
(with goblet cells).'? It also reduces inflam-
mation and scarring. Published studies have
shown that the amniotic membrane graft can
be used as an alternative to conjunctival au-
tografts in the reconstruction of the conjunc-
tival surface following the extensive resec-
tion of conjunctival lesions such as pte-
rygion,'* tumors and intraepithelial neopla-
sias,' scarring and simblepharon,' and con-
junctivochalasis.” The authors of these stud-
ies demonstrated that the area for reconstruc-
tion could indeed be very extensive provided
that the underlying floor was not ischemic
and the marginal conjunctiva possessed a
normal epithelium and stroma.''

Because our patient presented with se-
vere ischemia of the sclera in temporal, nasal,
and inferior areas, he might not have been
considered good candidate for an amniotic
membrane graft. Nevertheless, once the cal-
cified tissue had been resected, the bare isch-
emic sclera needed to be covered. The other
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alternatives included conjunctival or oral mu-
cosa autograft. The first option was ruled out
because of the large extent of the lesion,
which would have left an extensive defect in
the contralateral donor eye, and we consid-
ered the oral mucosal graft to be neither es-
thetic nor physiologic. Therefore, the amni-
otic membrane graft was chosen as a first
option to attempt physiologic regeneration
of the conjunctiva. Our prime objective dur-
ing the surgery was to completely eliminate
all necrotic tissue both at the margins and on
the floor of the lesion while attempting to
preserve the maximum amount of healthy tis-
sue. In this way, although the graft overlays
ischemic sclera, the epithelium and conjunc-
tival vessels were able to grow from the sur-
rounding healthy tissue over the amniotic
membrane.

Our case demonstrates that an amniotic
membrane graft can be useful even in the
regeneration of conjunctiva over large areas
of ischemic sclera. Although the ischemic
floor may retard the healing process, if the
surrounding tissues are healthy, the amniotic
membrane can act as an adequate substrate
for the epithelialization and revascularization
of the defect. When the amniotic membrane
graft fails, other alternatives such as conjunc-
tival or oral mucosal autograft can be em-
ployed as second options.
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Los cuatro trabajos que se presentan analizan los resultados obtenidos con el
trasplante de membrana amniotica en patologia de la cérnea y de la conjuntiva,
utilizando las diferentes formas de implante. En los casos con defecto tisular que
incluia epitelio y estroma (tanto a nivel de la conjuntiva como de la cérnea) la
membrana amniética se implanté siempre como injerto. En estos casos se buscaba la
epitelizacion completa sobre el implante a la vez que la matriz estromal de la
membrana amnidtica rellenaba el defecto estromal del tejido receptor. En los casos
con defecto epitelial corneal sin ulceracion, en los que la membrana de Bowman se
encontraba conservada el implante se realiz6 como recubrimiento sobrepasando los
limites de la lesién. En estos casos el objetivo era conseguir la epitelizacion completa
de la cornea bajo el implante.

En todos los casos intervenidos el trasplante de membrana amniética se mostré como
una técnica segura ya que en ningun caso se presentaron complicaciones intra o
postoperatorias, ni se observdé un empeoramiento de la lesion tras el trasplante.
Asimismo, los resultados obtenidos fueron estables tras un periodo de seguimiento
medio de 32 meses (rango entre 24 y 48 meses). Durante este periodo de
seguimiento, que fue superior al realizado en otros trabajos publicados anteriormente,
no se observaron recurrencias de ninguna de las lesiones en las que se obtuvo
inicialmente la curacion.

Sin embargo, los resultados obtenidos en cuanto a la eficacia si fueron distintos en
funcién de la patologia. Tras la reseccién de lesiones conjuntivales el injerto de
membrana amniética consiguié una rapida regeneracion de la conjuntiva con minimas
cicatrices residuales en todos los casos. En lesiones de pequefio tamafnio la
cicatrizacién espontanea o la aproximacion quirdrgica de los bordes de la herida son,
habitualmente, suficientes para conseguir un buen resultado. Sin embargo, tras la
reseccion de lesiones conjuntivales extensas una porcién importante de la esclera
subyacente queda descubierta, lo cual puede conducir a la apariciobn de

complicaciones importantes como infecciones, necrosis escleral o cicatrizacion
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excesiva. Para evitar esta situacion clasicamente se han utilizado los recubrimientos
con mucosa oral o los autoinjertos con conjuntiva del ojo contralateral. No obstante,
ninguna de las dos opciones ofrece un resultado completamente satisfactorio. La
mucosa oral es un tejido bastante mas grueso que la conjuntiva con caracteristicas
histolégicas distintas, por lo que los resultados no son satisfactorios ni desde el punto
de vista estético ni funcional. Por el contrario, el autoinjerto de conjuntiva procedente
del ojo contralateral traslada el problema del ojo receptor al ojo donante. Distintos
trabajos han demostrado la eficacia de la membrana amniética en estos casos (Tseng
SCG, et al. 1997, Prabhasawat P, Barton K, et al. 1997, Shimazaki J, et al. 1998,
Meller D, et al. 2000, Paridaens D, et al. 2001), consiguiendo una rapida epitelizacion
(con una poblacién epitelial y de células caliciformes normal), junto a una disminucién
de la inflamacién y de la formacion de cicatrices. En nuestra serie los resultados
coinciden con los trabajos previamente publicados consiguiéndose una completa
epitelizacién de la conjuntiva sobre el injerto en todos los casos durante la primera
semana. Posteriormente se produjo una rapida y progresiva reabsorcion del injerto (en
un tiempo inferior a los tres meses) con minima formacién de cicatrices residuales.
Estos resultados hacen que, en nuestra opinion, el injerto de membrana amniética sea
en la actualidad la técnica de eleccion para el tratamiento de defectos conjuntivales
extensos. Lesiones de menor tamafio pero localizadas en la zona interpalpebral,
presentan una mayor tendencia a la formacion de cicatrices por su continua exposicion
y podrian, probablemente, beneficiarse también de este tratamiento. Aunque la
necrosis del lecho sobre el que se implanta la membrana amniética habia sido descrita
como una limitacién para su uso (Tseng SCG, et al. 2002), el caso clinico de nuestro
cuarto trabajo demuestra que, cuando la conjuntiva circundante es viable, el injerto de
membrana amnidtica puede ser eficaz en la regeneracién tisular incluso sobre esclera
isquémica.

Los resultados utilizando la membrana amniética como injerto en patologia corneal

también fueron, en general, satisfactorios. La Ulcera neurotréfica es un proceso
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patolégico debido a una hipoestesia corneal, en general producida por alteraciones en
la inervacién sensitiva desde el nicleo del trigémino hasta las terminaciones nerviosas
(cirugia del nervio trigémino, neurinomas del acustico, traumatismos faciales, lesiones
por herpes simple o zoster, etc). Ello conduce a una disminucién en la produccién de
la lagrima junto a una inhibicidn de los procesos de regeneracion epitelial (Gras EB.
1997). También se ha relacionado con un abuso de farmacos téxicos y conservantes a
nivel de la superficie ocular (Rosenwasser GOD. 1989, Weissman SS, et al. 1990). Los
casos de Ulcera corneal neurotréfica que no responden al tratamiento médico con
lubricantes sin conservantes presentan un dificil manejo y, en ausencia de un
tratamiento efectivo evolucionan, con mayor o menor rapidez, hacia el adelgazamiento
estromal severo o incluso perforacion. En nuestra serie, con el injerto de membrana
amnidtica conseguimos la curacion definitiva en un porcentaje importante de los casos
(9 de 11). Estos resultados coinciden con los descritos en otros trabajos publicados
(Lee SH, et al. 1997, Kruse FE, et al. 1999, Chen HJ, et al. 2000), y sitdan al injerto de
membrana amnidtica entre las opciones terapéuticas quirdrgicas mas eficaces en el
tratamiento de las Ulceras corneales neurotréficas. El injerto de membrana amniédtica
es superior en el resultado estético para el paciente a otras técnicas quirdrgicas
utilizadas con éxito en estos casos, como la tarsorrafia o el recubrimiento conjuntival.
Sin embargo, hasta el momento no se han realizado estudios comparativos en cuanto
a la eficacia de la técnica entre los distintos procedimientos quirtrgicos mencionados.

En los casos con buena respuesta observamos durante los dias posteriores al
implante una progresiva epitelizacion sobre el injerto, quedando éste atrapado bajo el
epitelio en el estroma corneal durante meses. Este hecho hace que la transparencia
corneal quede reducida de manera importante durante el tiempo que el fragmento de
membrana amnidtica permanece en el estroma corneal, dificultando por tanto la
visualizacion de las estructuras intraoculares. Ello debe tenerse en cuenta en
pacientes que puedan necesitar durante las semanas 0 meses posteriores al implante

un examen detallado de la retina, asi como tratamientos con laser o cirugia intraocular.
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En estos casos, probablemente deberian considerarse inicialmente otras opciones
terapéuticas como la tarsorrafia lateral.

Hasta ahora sélo habia sido descrito el comportamiento clinico del injerto en base a
las exploraciones realizadas en la ldAmpara de hendidura (Lee SH, et al. 1997, Kruse
FE, et al. 1999, Chen HJ, et al. 2000). En el tercer trabajo, el analisis
anatomopatolégico de dos cérneas receptoras permiti6 conocer, por primera vez, el
comportamiento de la membrana amnidtica tras el implante en el estroma corneal
humano desde el punto de vista histologico, estableciendo asi una correlacion clinico-
patolégica. Comprobamos cémo la membrana amnidtica fue un excelente sustrato
para la epitelizacion en estas Ulceras, consiguiéndose sobre su membrana basal el
crecimiento de un epitelio corneal de caracteristicas normales. En ausencia de
neovascularizacion corneal el fragmento de membrana amniética permanecié en el
estroma durante meses sin dar lugar a ningun tipo de reaccién inflamatoria o de
rechazo. Por este motivo la reabsorcién del injerto en estos casos es tan lenta, y
probablemente se deba a procesos de fagocitosis y colagenolisis a partir de los
queratocitos activados circundantes. Por el contrario, en la cdrnea con
neovascularizacion estromal se observé un abundante infiltrado inflamatorio
(compuesto basicamente por histiocitos y linfocitos T) que llegé facilmente a la zona a
partir de los neovasos y que condujo a una rapida reabsorcion del injerto. En ambas
situaciones, tras la reabsorcibn de la membrana amnidtica, el espacio que ésta
inicialmente rellenaba fue posteriormente sustituido por estroma corneal neoformado
de caracteristicas fibréticas. Aunque éste ayudaba a recuperar parte del espesor
corneal perdido con la ulceracién, no poseia la transparencia que presenta el estroma
corneal normal.

En los casos con degeneracién calcica el injerto de membrana amniédtica tras una
reseccion completa de la lesién fue también eficaz en todos los casos. El defecto
estromal resultante tras la queratectomia lamelar quedo ocupado por el estroma de la

membrana amniética y el epitelio crecié rapidamente en todos los casos sobre el
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injerto a partir del tejido sano circundante. Al igual que en las Ulceras neurotréficas la
membrana amniotica quedd atrapada bajo el epitelio durante meses y su reabsorciéon
se produjo con mayor o menor rapidez en funcién de la presencia o no de neovasos
estromales.

Algunos autores recomiendan el trasplante de membrana amnibtica en 0jos con
queratopatia bullosa dolorosa y mal prondstico visual, en los que la queratoplastia
penetrante no esta indicada. Segun estos autores (Espana EM, et al. 2003, Pires RT,
et al. 1999) el trasplante de membrana amnidtica es una técnica eficaz para reducir la
sintomatologia en estos casos y, en estudios comparativos (Mejia LF, et al. 2002), se
ha mostrado como una opcién superior a la desepitelizacién aislada. Otros trabajos
(Siennicka A, et al. 2003), sin embargo, califican al procedimiento como ineficaz. En
nuestra serie cuatro de los cinco pacientes intervenidos experimentaron una mejoria
de su sintomatologia tras la cirugia, aunque en ningin caso las molestias
desaparecieron completamente. En estos casos de queratopatia bullosa dolorosa sin
posibilidad de mejoria visual y en los que se busca Unicamente un alivio sintomatico
nuestros resultados han sido superiores, a medio y largo plazo, con el recubrimiento
conjuntival total. Sin embargo, en casos en los que la diseccion conjuntival no sea
posible por la presencia de cicatrices conjuntivales (antecedentes de cirugia de
glaucoma, de retina, causticaciones, etc), el injerto de membrana amnidtica puede ser
la Unica alternativa quirdrgica posible. También el aspecto estético con el trasplante de
membrana amniética es superior al que se obtiene con un recubrimiento conjuntival y
ello puede hacer que, algunos pacientes, opten inicialmente por intentar la primera
opcion.

Los defectos epiteliales persistentes se producen por una alteracion en el mecanismo
de regeneracion epitelial, normalmente debido a un problema neurotréfico de base, a
una insuficiencia limbica (total o parcial) o a un exceso de toxicidad farmacologica en
la superficie ocular. En los casos con insuficiencia limbica el tratamiento de eleccion es

el trasplante de limbo esclerocorneal. En el resto de casos, al margen de eliminar el
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agente etiol6gico cuando esto es posible, el tratamiento médico con lubricantes topicos
sin conservantes y en algunos casos el uso de una lente de contacto terapéutica suele
ser suficiente para conseguir la curacion. Cuando no se obtiene respuesta con el
tratamiento médico mencionado deben considerarse sin demora las opciones
quirargicas, para evitar la progresion hacia la opacificacion o la ulceracion estromal. En
este sentido el recubrimiento con membrana amnidtica representa un alternativa a la
tarsorrafia lateral o medial.

Desde el punto de vista teérico la membrana amniética podria ser mas eficaz que una
lente de contacto terapéutica cuando se usa recubriendo completamente la superficie
corneal en pacientes con un defecto epitelial persistente. La membrana amnidtica
proporciona las ventajas mecanicas de la lente terapéutica ya que ayuda a estabilizar
el epitelio corneal, lo protege del roce constante del parpadeo, evita la desecacion de
la superficie corneal y disminuye los sintomas. Pero ademds, aporta una serie de
propiedades bioldgicas que han sido previamente descritas como facilitadoras de la
epitelizaciéon. Entre ellas destacan su elevada concentracion en factores de
crecimiento (Koizumi N, et al. 2000) y su capacidad para reducir la inflamacion y la
formacion de cicatrices (Park WC, et al. 2000, Wang MX, et al 2001).

En nuestra serie, la eficacia del recubrimiento con membrana amniética en los
defectos epiteliales persistentes estuvo relacionada claramente con el tiempo de
permanencia del implante sobre la superficie corneal. Cuando la membrana se
mantuvo durante 2 6 mas semanas la epitelizacion completa se produjo en tres de los
cuatro casos. Ello debe considerarse como un resultado muy positivo teniendo en
cuenta las dificultades terapéuticas que plantean estos pacientes. Por el contrario,
cuando el implante se desprendié durante la primera semana, la epitelizaciébn no se
consiguid en caso alguno. El principal problema que encontramos en estos pacientes
fue la caida precoz del implante, debido al trauma constante que produce el parpadeo
sobre la membrana amnio6tica. En el segundo trabajo se ensayaron distintas formas de

implante y de sutura, sin encontrarse diferencias en la epitelizacién ni en el tiempo de
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permanencia entre el recubrimiento corneal “C” (con fijacién en cérnea periférica) y el
recubrimiento corneal y conjuntival “C+L” (con fijacibn en cérnea periférica y
conjuntiva). Sin embargo, si se consiguié aumentar el tiempo de permanencia del
implante cuando el recubrimiento tipo “C” se asoci6 a una lente de contacto
terapéutica postoperatoria. Mientras que el implante tipo “C” consiguid un tiempo
medio de permanencia de 10.4 dias y el tipo “C+L" de 8.6 dias, con el implante “C” +
lente de contacto la permanencia media fue de 22.6 dias. Aunque el numero de casos
incluido en el estudio era limitado el aumento tan importante en el tiempo medio de
permanencia que se obtuvo con la lente de contacto postoperatoria hizo que desde
entonces ésta sea nuestra técnica de eleccion en los defectos epiteliales persistentes.
Un tema todavia en discusion es la mejor forma de colocar el implante cuando la
membrana amnidtica se utiliza como recubrimiento. Cuando ésta se utiliza como
injerto no hay duda de que la membrana basal de la membrana amniética debe
orientarse hacia arriba con el fin de que el epitelio crezca sobre ella. Sin embargo,
cuando se utiliza como recubrimiento con el objeto de conseguir la epitelizacion bajo el
implante no esté claro si es mejor colocar hacia arriba la cara de la membrana basal o
la cara del estroma. En los pacientes incluidos en estos trabajos la membrana
amnidtica se implanté con la cara de la membrana basal hacia arriba, obteniéndose
unos resultados favorables. En casos posteriores hemos utilizado también el implante
como recubrimiento con la cara de la membrana basal hacia abajo, sin observar
diferencias en los resultados en cuanto a la epitelizacion, la disminucion de la
inflamacién o el tiempo de permanencia del implante. Otros trabajos (Meller D, et al.
2000) han obtenido también resultados satisfactorios utilizando la membrana amniotica
como recubrimiento con ambos tipos de implante. En nuestra opinion, probablemente
no existan diferencias entre los dos tipos de implante cuando la membrana amniotica
se utiliza como recubrimiento ya que en estos casos la membrana basal no tiene un
papel importante y los factores de crecimiento y sustancias antiinflamatorias pueden

difundir a los tejidos vecinos. Sin embargo, no existen hasta el momento estudios
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comparativos publicados para conocer con seguridad este dato, al igual que no existen
estudios comparando la eficacia del recubrimiento con membrana amniética y la
tarsorrafia en los defectos epiteliales persistentes.

En el segundo trabajo también se analizaron los resultados con el recubrimiento con
membrana amnidtica en defectos epiteliales inducidos quirdrgicamente. Todos los
pacientes incluidos presentaban algun grado de insuficiencia limbica o alteraciéon
neurotréfica de base, que podia provocar problemas en la epitelizacion. Aunque estos
pacientes suelen epitelizar completamente sin el uso de membrana amniédtica, con
frecuencia presentan una epitelizacion mas lenta e irregular. Con el recubrimiento
observamos en todos los casos una regeneracidon epitelial rapida y una superficie
corneal completamente lisa. También en este trabajo se incluyeron pacientes con
Ulcera neurotréfica tratada con un injerto de membrana amniética. En todos ellos el
asociar un recubrimiento corneal con membrana amnibtica parecid acelerar la

epitelizacion sobre el injerto subyacente.

Los resultados obtenidos en estos trabajos sitlan al trasplante de membrana
amniética como una técnica quirdrgica eficaz en distintas patologias de la superficie
ocular. En algunos casos creemos que el trasplante de membrana amniética
representa la técnica terapéutica de eleccion en la actualidad. En otras situaciones
representa una opcién para cuando fracasa el tratamiento médico, y constituye una

alternativa a otros procedimientos quirdrgicos.
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6.- CONCLUSIONES
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6.1.- Conclusiones del primer trabajo

1. El injerto de membrana amniotica tras la reseccién de lesiones conjuntivales
consiguio una rapida regeneracion tisular con minimas cicatrices residuales en todos

los casos.

2. El trasplante de membrana amniética en la patologia corneal (tanto en defectos

estromales como epiteliales) fue eficaz en un nimero importante de casos y constituye

una alternativa terapéutica util cuando fracasa el tratamiento médico.

3. El trasplante de membrana amni6tica se mostré6 como una técnica segura en el

tratamiento de la patologia corneal y conjuntival.

4. Los resultados obtenidos con el trasplante de membrana amniética se mantuvieron

estables después del implante, con un seguimiento de hasta 4 afios.

6.2.- Conclusiones del segundo trabajo

1. EIl recubrimiento con membrana amnidtica fue una opcidn terapéutica eficaz y

segura en algunos de los casos de defecto epitelial corneal que no habian respondido

previamente al tratamiento médico.

2. La eficacia de la técnica estuvo relacionada con el tiempo de permanencia del

implante sobre la cérnea.
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3. La forma de implante que consiguié una mayor permanencia fue el recubrimiento
de la cérnea (sin sobrepasar el limbo esclerocorneal) asociado a una lente de contacto

terapéutica.

6.3.- Conclusiones del tercer trabajo

1. El epitelio que crece sobre la membrana basal de la membrana amnibtica presenta

unas caracteristicas histoldégicas normales.

2. En las cérneas avasculares el injerto de membrana amnidtica no produce reaccion
inflamatoria ni de rechazo y su reabsorciéon se produce de manera lenta y progresiva

durante meses.

3. En las corneas con neovascularizacion estromal la reabsorciéon de la membrana

amnidtica se produce de manera mas rapida debido a la presencia de abundantes

células inflamatorias.

4. Tras la reabsorcion de la membrana amniotica ésta es sustituida por un tejido

fibrético neoformado que ayuda a compensar parcialmente el espesor de estroma

perdido pero que reduce la transparencia corneal normal.

6.4.- Conclusiones del cuarto trabajo

1. El injerto de membrana amnidtica sobre esclera isquémica puede conseguir una

regeneracion conjuntival completa cuando el tejido circundante es viable.
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