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Resumen

La utilidad mas importante de un biomarcador es el diagnéstico precoz. Para esto es necesario conocer el perfil de expresion proteico en condi-
ciones fisiologicas y patolégicas. Los mejores biomarcadores son las proteinas: pueden detectar una enfermedad, la actividad, el pronoéstico y la
respuesta terapéutica. En el queratocono, se pueden determinar biomarcadores en lagrima, en células sanguineas y en células epiteliales corneales
y conjuntivales. La conjuncion de todos ellos es determinante para conocer la fisiopatologia de la ectasia y resulta de gran ayuda para el diagndstico
precoz y para el seguimiento de la enfermedad.

Resum

La utilitat més important d’'un biomarcador és per al diagnostic precog. Per aixo és necessari conéixer el perfil d'expressié proteic en condicions
fisiologiques i patologiques. Els millors biomarcadors son les proteines: poden detectar una malaltia, I'activitat, el pronosticila resposta terapeutica.
Al queratocono es poden determinar biomarcadors en llagrima, en cel-lules sanguinies i en cél-lules epitelials corneals i conjuntivals. La conjuncié
de tots ells és determinant per conéixer la fisiopatologia de la ectasi i resulta de gran ajuda per al diagnostic precog i el seguiment de la malaltia.

Abstract

The most important utility of a biomarker is for early diagnosis. For this it is necessary to know the protein expression profile in physiological and
pathological conditions. The best biomarkers are proteins: they can detect disease, activity, prognosis and therapeutic response. In keratoconus,
biomarkers can be determined in tears, in blood cells and in corneal and conjunctival epithelial cells. The combination of all of them is crucial to
know the physiopathology of ectasia and a great help for early diagnosis and monitoring of the disease.
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Introduccion

Un biomarcador es aquella sustancia que puede medirse objetiva-
mentey ser evaluada como un indicador de un proceso bioldgico
normal, estado patoldgico o de respuesta a un tratamiento far-
macoldgico. Son medidas a nivel molecular, bioquimico o celular.

El desarrollo de la gendmica, protedmica y metaboldmica, supuso
la aparicién de biomarcadores moleculares que permiten identi-
ficar los genes involucrados en el desarrollo de una enfermedad
y los factores de riesgo de desarrollo de la patologia; integrando
la informacion procedente del genotipo y del fenotipo.

Las proteinas son buenos biomarcadores, porque desempenan
muchas funciones en el organismo (estructurales, de transpor-
te, de defensa) o pueden actuar como mensajeros en rutas de
sefalizacion de procesos bioldgicos. Su mal funcionamiento, su
ausencia o sobreexpresion, se traduce en el desarrollo de dife-
rentes patologias. Mediante la comparacion de perfiles proteicos
de individuos sanos y enfermos, se puede llegar a determinar las
protefnas que estan relacionadas con el curso de una patologfa.
Los sintomas de la enfermedad aparecen por los cambios pro-
teicos y los farmacos actian sobre las proteinas (son las dianas
terapéuticas).

El anélisis proteico del perfil de expresion asociado a una patolo-
gia concreta, como el queratocono (QC), hace posible identificar

proteinas que permitirdn diagnosticar la enfermedad o pronosticar
su evolucion. Estas proteinas se conocen con el nombre genérico
de biomarcadores.

Biomarcadores en lagrima

La pelicula lagrimal es muy importante para mantener lahomeos-
tasis ocular. La composicion de la ldgrima se modifica ante dife-
rentes condiciones oculares, por eso el andlisis de los marcadores
moleculares en este dmbito son una fuente de informacién con
valor diagndstico. Actualmente, la inflamacion y la inmunidad se
consideran unos de los principales componentes de la fisiopa-
tologia del QC (Figura 1).

La expresion de mediadores inflamatorios, como las citoquinas
proinflamatorias, las moléculas de adhesién celular y las meta-
loproteasas de matriz, son responsables de la degradacion del
tejido corneal’'.

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular que in-
tervienen en la comunicacién entre células. Desempefian un
papel muy importante en el dmbito inmunolégico, pueden
iniciar,amplificar o regular negativamente la respuesta inmune,
asi como influir en los procesos inflamatorios. El equilibrio entre
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias es esencial en la
defensa inmunitaria.
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Figura 1. Esquema de los condicionantes fisiopatoldgicos del queratocono (QQ).

En el 2005, Lema et al? publicaron el primer estudio en el que
se demostré que en la lagrima de los pacientes con QC se
sobreexpresaban citoquinas proinflamatorias, y que la sobreex-
presion de interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) estaban relacionados con el grado de progresion
del QC. Ademéds, demostraron un aumento muy significativo
de la metaloproteasa de matriz 9 (MMP-9), siendo el factor pre-
dictivo mds potente en relacion con la progresion de la ectasia.
Posteriormente, en queratoconos unilaterales®, se evidencio el
aumento en el nivel de IL.-6 y TNF-a. en 0jos con queratocono
y subclinicos, mientras que el aumento de MMP-9 solo se de-
tectd en la lagrima de pacientes con queratocono manifiesto.
Varios estudios posteriores corroboraron estos hallazgos. Jun et
al?, confirmaron el aumento de los niveles lagrimales de IL-6,
y sugieren que el desequilibrio en la expresion de citoquinas
es el responsable de alterar la homeostasis corneal en el QC.
Balasubramanian et al°> evidenciaron que los pacientes con QC
tenian los niveles de citoquinas IL-6, TNF-au y el factor de necrosis
tumoral beta (TNF- ), de gelatinasas y colagenasas, y de MMP
significativamente superiores a los ojos normales. Sorkhabi et
al® también demostraron el aumento de IL-6, interleuquina-1
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beta (IL-1B) e interferon, y la disminucion de la interleuguina 10
(IL-10), que es antiinflamatoria, en lagrima de pacientes con QC.

Algunos estudios reflejaron ademas la correlacion entre los me-
diadores inflamatorios en lagrima y el grado de progresion de
la ectasia corneal. Kolozsvari et al.” encontraron una asociacion
positiva entre el nivel de expresion de la IL.-6 y el valor de méxima
curvatura corneal, asf como una relacion negativa entre la inter-
leuquina 13 (IL-13) y la gravedad del QC. Pasztor et al. observaron
que los niveles de sobreexpresion de MMP-9 se asociaron con el
meridiano mas curvo (K2) del estudio con Pentacam.

Con estas evidencias, Shetty et al? trataron con ciclosporina A tépi-
ca a pacientes con QC que tenian sobreexpresiéon de marcadores
de inflamacién en lagrima. Después de 6 meses, observaron una
disminucién de IL-6, TNF-o. y MMP-9, asi como una reduccién de
la curvatura media. También se demostrd una disminucion de la
IL-6 a los 12 meses del tratamiento con cross-linking'®.

La gldndula lagrimal es el principal efector en el sistema inmune
secretor del ojo, produce componentes inmunolégicos con acti-
vidad antibacteriana y antiinflamatoria, como inmunoglobulinas
y lactoferrina (Lf), que juegan un papel muy importante en la



defensa inmune especifica e inespecifica. La Lf es una proteina
inmunomoduladora de las reacciones inflamatorias oculares, y
disminuye la formacién de perdxidos inducidos por la radiacion
ultravioleta en las células epiteliales corneales.

En el 2010, Lema et al."" demostraron una disminucion de los
niveles de Lf en un andlisis protedmico del film lagrimal en pa-
cientes con QC, asi como una disminucion de la inmunoglobu-
lina G constante kappa (IGKC) y zinc alfa 2 glicoproteina (ZAG).
Otro estudio posterior'? también evidencia la disminucién de Lf
e inmunoglobulina A (IG-A) en la lagrima de pacientes con QC.
Estos resultados sugieren que en la patogénesis de la ectasia estan
implicados procesos inmunoldgicos, posiblemente una alteracion
en la inmunomodulacion.

Biomarcadores en células sanguineas

Varios estudios demuestran que los cambios moleculares asocia-
dos ala ectasia corneal se reflejan también a nivel sistémico. Toprak
etal® observaron que, en la patogénesis del QC, también existen
alteraciones sanguineas en el estado oxidativo y antioxidante. En
otro estudio', se ha monitorizado la inflamacion sistémica en la
ratio neutrofilos-linfocitos (NLR) en el suero, asociandose con la
progresion del QC. Elaumento de neutrdfilos indica una condicion
proinflamatoria e implica la activacion de MMP.

La lactoferrina, en el dmbito sistémico y local, modula la funcion
de componentes humorales y celulares de la respuesta innata
y adaptativa. A través de su interaccion con receptores, induce
vias de sefalizacion extracelular e intracelular que implican los
receptores Toll-like (TLR), que regulan la expresion de genes
involucrados en la produccion de citoquinas y otros mediadores
inflamatorios. El sistema inmune innato, a través de los receptores
de membrana de la familia TLR, detecta la presencia de agentes
exdgenos (infecciosos) o enddgenos (que provienen del dafo
celular). Las vias de sefalizacion mediadas por los TLR se han
estudiado principalmente en TLR2 y TLR4 y han demostrado ser
muy similares a las vias de sefalizacion del receptor de la IL-1.
Bésicamente, la activacion del factor nuclear kappa beta (NF-
kB) y su traslocacion al ntcleo media los procesos que ponen
en marcha la respuesta inflamatoria secundaria a la respuesta
inmune innata.

Enel 2017, Sobrinoetal.’ publican un estudio en el que se demos-
tro la sobreexpresion de TLR2 y TLR4 en monocitos y neutréfilos

9. Biomarcadores en el queratocono

de pacientes con QC con respecto a los sujetos control, una dismi-
nucion de los niveles de Lfy un incremento de NF-k3. Asimismo,
evidencia, en suero, un aumento de citoquinas proinflamatorias
(IL-1B8, TNF-a e IL-6) y MMP-9, y su correlacion con el aumento de
TLR2 en monocitos y neutréfilos. Estos hallazgos sugieren que la
inmunidad innata participa en la patogénesis del QC.

Biomarcadores en células corneales
y conjuntivales

Se ha observado que las corneas queratoconicas, a nivel de los
queratocitos, tienen cuatro veces mas receptores de union para
la IL-1 que las cérneas normales™. Esta interleuquina induce la
apoptosis de los queratocitos estromales in vitro. La apoptosis ha
sido demostrada en los queratocitos y en las células epiteliales de
las cérneas con QC, pero no en controles normales'. En las células
epiteliales y estromales corneales también se ha evidenciado la
produccién de varias citoquinas. Las células epiteliales actian
como primera linea de defensa, en parte, mediante la activacion
de la inmunidad innata. En las células epiteliales corneales y en
los fibroblastos estromales se ha detectado la expresion de TLR4
y el correceptor CD14. También se ha demostrado la expresion de
TLR2 en células epiteliales y conjuntivales humanas'®.

La mayor parte de los estudios en tejido corneal y conjuntival
se realizaron en cérneas ex vivo. Uno de los primeros estudios
clinicos para detectar los posibles biomarcadores en el tejido
ocular es del 2018: Malfeito et al.” publican una investigacion en
QC unilaterales en la que demuestran que la expresion de TLR2 y
TLR4 en células de epitelio corneal y conjuntival es mayor en 0jos
con QC que en subclinicos; y en estos es mayor que en controles;
ademds esta expresion se asocia con el grado de QC, evaluado
por pardmetros topograficos y tomogréficos. La mayor diferencia
en la expresion de TLR entre los grupos (control, subclinico y QC)
se encontré en la expresion de TLR2 y TLR4 en células epiteliales
corneales, enfocando los analisis predictivos de riesgo de aparicion
y progreso a QC en los marcadores de la cérnea. De acuerdo con el
analisis de las curvas ROC, la expresion de TLR2 en'la cdrnea puede
predecir con alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de
QC (ambos, subclinico y QC), en comparacién con los controles
y entre QC subclinico y control. Globalmente, se demuestra que
el TLR2 en células epiteliales corneales es el biomarcador con
mayor capacidad predictiva para detectar el inicio y el riesgo de
progresion del QC.

Annals d'Oftalmologia 2019;27(4):224-228



9. BIOMARCADORES EN EL QUERATOCONO

228

Conclusiones

Los biomarcadores mas estudiados en lagrima, y con resultados
mas prometedores, son las citoquinas (IL-6 y TNF-a), la metalo-
proteasa (MMP-9) y la proteina inmunomoduladora (Lf).

En células sanguineas la ratio neutréfilos-linfocitos, los TLR2 y 4
y la Lf.

Los biomarcadores mas potentes para el diagnéstico precoz de QC
son los TLR2 en células epiteliales corneales y, en menor medida,
el TLR4 corneal y conjuntival.
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