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RESUMEN

La actual revision bibliografica estd enfocada en el uso de los biomarcadores en cuanto a
las enfermedades oculares. La capacidad de estas moléculas respecto a las enfermedades varia en
cuanto a, ventajas que llegan desde su deteccion, evaluacidn hasta la prevencién. Ademas,
también se tratan los diferentes tipos de biomarcadores, su diferenciacién segin su lugar de
actuacién y la funcion que realizan alli. La busqueda de biomarcadores es una de las
investigaciones que siguen en proceso actualmente, numerosos estudios se basan en su blsqueda
para que en un futuro puedan llevarse ain méas a la préactica clinica. Se expone en el presente
trabajo también los biomarcadores actualmente conocidos y aquellos que estan aln en ensayo

clinico.

Las alteraciones oculares son muchas, hay algunas que pueden perjudicar mas al paciente
de una forma u otra e incluso afectar mas a un paciente que a otro, y lo que se pretendemos es,
estudiar diferentes investigaciones que hayan dado efectos concluyentes para perfeccionar los
tratamientos existentes, tanto con métodos analiticos ya usados, como aquellos que aln se estan
evaluando, con la finalidad de aumentar la eficacia en la deteccion, la especificidad en el menor

tiempo posible, y hacer terapias mas exactas y menos invasivas.

Para ello hemos estudiado las cuatro zonas que mas abarcan la busqueda de
biomarcadores en el &ambito ocular como son la lagrima, conjuntiva, humor acuoso y humor vitreo
especificando las enfermedades que més afectan a cada uno de ellos y los biomarcadores

encontrados mas comunes.

Palabras clave: biomarcadores, biomarcadores oculares, biomarcadores lagrimales.
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1. INTRODUCCION

1.1. Anatomia y fisiologia del ojo.

El ojo es una estructura compleja cuya caracteristica principal es la conduccion y
conversion de la luz natural en impulsos eléctricos con los que se forma la imagen en el cerebro.
Lo podemos dividir en la parte anterior y posterior del ojo.(“Adler: Fisiologia del ojo/,” 2004)

El examen somero del ojo nos permite observar partes como la pupila, que parece ocupar
una posicién central, estando ligeramente desplazada hacia la zona inferior y nasal. Una de las
funciones principales de la pupila es el ajuste de su diametro en funcién de la cantidad de luz que
entre en la pupila, para optimizar la iluminacion de la retina. Una pupila pequefia aumenta la
profundidad de enfoque del sistema Gptico del ojo de forma similar al agujero estenopeico, cuyo
centro es el iris, masculo que le da color al ojo, siendo el que controla el tamafio de la pupila

dependiendo de la intensidad de la luz recibida.(“Adler: Fisiologia del ojo/,” 2004)
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Figura 1. Anatomia del ojo. Dave Carlson.

Observando la Fig., vemos que la cérnea es una estructura transparente, a-vascular y
superficial del ojo, siendo la estructura con la capacidad de refraccion mas importante del ojo
produciendo que la luz enfoque en la retina, ademas también actla como barrera fisica frente a
agentes externos. Consta de una capa externa de células epiteliales en constante renovacion, una
capa estromal media formada por fibras de colageno y proteoglucanos interaccionando entre si

para formar una matriz extracelular de gran proteccién mecanica. En la parte mas interna
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encontramos una capa de células no regenerables esenciales para el mantenimiento de la
transparencia, formando una barrera que permite la entrada de nutrientes en el estroma a-vascular.
La parte adyacente a la cdrnea es la esclera, parte blanca a simple vista, cuya funcion principal es
de barrera frente a agentes externos.(“Adler: Fisiologia del ojo/ ,” 2004)

Probablemente, una de las partes mas importantes de las percepciones sensoriales es la retina,
gue posee receptores que transforman toda la informacion luminica que le llega en forma de
impulsos nerviosos y las envia al cerebro a través de una cadena neuronal. (“Adler: Fisiologia
del ojo/ ,” 2004)

1.2. Biomarcadores

Los biomarcadores son aquellas sustancias cuyo estudio nos permiten diagnosticar una
enfermedad o la susceptibilidad a padecerla. Con ello podemos analizar la accién frente a un
organismo patdgeno o bien ante un farmaco para ver como actla o cuél es su respuesta. (Ortega
Ortiz de Apodaca, 2010)

La OMS ha declarado que una verdadera definicion de biomarcadores incluye "casi cualquier
medida que refleje una interaccion entre un sistema bioldgico y un peligro potencial, que puede
ser quimico, fisico o biolégico". La respuesta medida puede ser funcional y fisioldgica,
bioquimica a nivel celular o una interaccion molecular” (Strimbu & Tavel, 2010)

Actualmente, los biomarcadores en el area de desarrollo de farmacos, son exploratorios y su
progreso se ha iniciado en modelos preclinicos para evaluar su perfil de seguridad antes de llevarlo
a la evaluacion en la clinica, es decir, antes de comprobarlo en humanos.(Ortega Ortiz de
Apodaca, 2010)

Esta revision bibliografica se focaliza en los biomarcadores ya establecidos y algunos estudios
clinicos nuevos, siendo las matrices mas estudiadas: el humor acuoso, humor vitreo, la lagrima y
la cérnea. Evaluando estas matrices se ha proporcionado informacién sobre el diagnéstico de una
enfermedad, su progresion o modulacion ya sea con intervencién farmacéutica o no, lo que hace
que sea un componente decisivo para el descubrimiento y evaluacion del desarrollo de farmacos

para enfrentar las enfermedades oculares.(Ortega Ortiz de Apodaca, 2010)

La identificacion de los biomarcadores en un estudio con respecto a una patologia requiere
de dos aspectos esenciales, relevancia y validez. Con relevancia nos referimos “a la capacidad de
un biomarcador para proporcionar informacion clinicamente relevante sobre cuestiones de interés
para el publico, los proveedores de atencion médica o los funcionarios de politicas de salud”. Y a
la validez nos referimos a “la necesidad de caracterizar la efectividad o utilidad de un biomarcador

como un punto final”. La validez no puede ser un extremo o el otro, sino un rango amplio de
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posibilidades, es decir, puede ser valido para algunas personas o ser mas valido en unas que en
otras, también de que tanto un farmaco como un biomarcador puede ser valido en un tanto por
ciento, por ejemplo, un 50%. De hecho, muchos cientificos que investigan los biomarcadores lo
han rechazado interpretandose como "inadecuado", ya que “que puede haber una comprension
biolégica completa de la relacion entre un biomarcador dado y un punto final clinico, una

suposicion que rechazan”. (Strimbu & Tavel, 2010)

Asi, podemos tener diferentes tipos de biomarcadores como: de diagnéstico, que son aquellos
gue son capaces de pronosticar un proceso patolégico o fisiologico; de prondéstico, los cuales
pueden predecir una respuesta farmacoldgica; de respuesta, capaces de identificar la respuesta
gue obtendria un organismo ante una patologia o un medicamento, de prediccién terapéutica, ante
un tratamiento farmacoldgico la respuesta terapéutica desencadenante; etc. Por lo tanto, no sélo
se limita a la deteccion de enfermedades sino al desarrollo y analisis de los medicamentos,
teniendo algunos muy especificos a nivel celular, mucho méas complejos o bien unos mas
asiduamente conocidos, como la alta temperatura corporal, correspondiente a un cuadro de
fiebre.(Ortega Ortiz de Apodaca, 2010)

Podemos encontrar por ejemplo biomarcadores de exposicion que nos permiten detectar
mediante el estudio del ADN, las personas o grupos que han sido expuestos durante cierto tiempo
a algun toxico o quimico, pudiendo haber alterado la estructura y desarrollar en un cierto periodo
de tiempo una enfermedad, o conjunto de enfermedades. Uno de estos toxicos mas comunmente
estudiados es el tabaco.(Ortega Ortiz de Apodaca, 2010)

Algunos de los biomarcadores méas actuales nos permiten seleccionar o descartar la
efectividad de un tratamiento en diferentes pacientes, ya que, un mismo tratamiento puede afectar
a cada persona diferente ademas de poder ajustar la cantidad de dosis mas afin a cada paciente.
En un futuro, se espera que se vaya incrementando la cifra de biomarcadores para llegar a un
analisis mas adecuado en cada paciente.(Ortega Ortiz de Apodaca, 2010)

La busqueda de nuevos biomarcadores es un desafio no sélo para la clinica, sino también para
la quimica analitica, debido a la necesidad de descubrimiento de nuevos meétodos para la
identificacion con matrices complejas a partir de fluidos y tejidos comunes. Uno de los problemas
es que estos tejidos y fluidos contienen concentraciones de proteina y péptidos de diez érdenes de
magnitud mientras que un espectrometro de masas apenas puede cubrir un intervalo de cuatro
ordenes de magnitud. Si bien en la lagrima tenemaos seis proteinas fundamentales que enmascaran
proteinas en menores cantidades, pero son mucho mas interesantes en el sentido de busqueda de
biomarcadores. La parte mas importante es la preparacion de las muestras evitando la excesiva
cantidad de proteinas mayoritarias para que no camuflen a las minoritarias. En la actualidad hay

un gran nimero de empresas que proporcionan las muestras utilizando anticuerpos de procedencia
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aviar cuya ventaja principal es una exclusividad incrementada como consecuencia de una menor
reactividad cruzada con las proteinas de los mamiferos.(Ortega Ortiz de Apodaca, 2010)

Uno de los inconvenientes principales de la reduccion de proteinas en la preparacion de las
muestras arraiga en la tendencia que tienen las proteinas principales, especialmente la albdmina
de unirse a otras proteinas o parte de ellas, teniendo como consecuencia la eliminacion de algunas
proteinas que se podrian considerar de interés, para ello, se utiliza la tecnologia " ProteoMiner™”
que aporta una serie de hexapéptidos enlazados cada uno a una secuencia proteica determinada,
los ligandos especificos con las proteinas mayoritarias hacen que se sature rapidamente. En el
caso contrario, las proteinas minoritarias se concentraran en sus ligandos, enriqueciéndose y
permitiendo la preparacion de subgrupos especificos de proteinas. Pero no todos se basan en la
expresion génica, hay un gran ndmero de investigaciones actuales que estudian los cambios
epigenéticos, que son a que se refieren a cambios en el fenotipo, que se producen en el desarrollo
de las enfermedades, pero que no involucran cambios en el ADN, es decir, es la unién del medio
ambiente y el genoma. Uno de los mayores méritos en las Ultimas décadas es el hallazgo de
biomarcadores de expresion génica que proporcionan una gran cantidad de informacion sobre las
enfermedades.(Ortega Ortiz de Apodaca, 2010)

Centrandonos en la oftalmologia, en las enfermedades oculares, se deben buscar
biomarcadores efectivos sobre muestras de facil acceso como son, la lagrima, la cérnea y la
conjuntiva, que darian una informacion muy valiosa sobre el segmento anterior. Sin duda, son el
humor acuoso y el vitreo las zonas mas adecuadas para que estos biomarcadores den una
informacién mas veraz y eficiente, pero su dificil acceso nos llevaria a un método invasivo y
complejo, por ello, los desaconsejan para la profundizacién del estudio en biomarcadores en esas
zonas oculares.(Tamhane et al., 2019)

Un conjunto de enfermedades cronicas de la superficie del ojo origina sintomas como
molestias oculares croénicas, entre los trastornos mas graves encontramos la blefaritis, la
enfermedad ocular alérgica, el ojo seco hiposecretivo y la conjuntivitis, jugando un papel muy
importante la inflamacién en la patogénesis. En la actualidad, no se tiene mucha informacién de
los componentes del fluido lagrimal que cambian cuando aparecen estas enfermedades ademas
también se desconoce la concentracion que puede inducir cambios en la fisiologia de la pelicula

lagrimal.(Tamhane et al., 2019)
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Figura 2. Aclaracion de una intervencion terapéutica.

Observando la figura 2, al comenzar una intervencion terapéutica, los biomarcadores
conllevan una amplia gama de propositos para el desarrollo de medicamentos, estrategias y
ensayos clinicos y son, por tanto, una base, muy importante para el desarrollo de ensayos clinicos,
la profundizacién en el conocimiento del funcionamiento farmacoldgico y la determinacion de

los subtipos de enfermedades. (Atkinson et al., 2001)

Concluyendo, usando un mismo biomarcador en los diferentes métodos de clinica resaltan
su importancia practica. Gracias a la oportunidad que nos ofrecen los biomarcadores podemos
explorar mecanismos fisiopatologicos complejos de una forma mas sencilla, poco invasiva y sin
riesgo ni incomodidad para el paciente. Desde este enfoque, amplian el conocimiento clinico y,
comparando su conocimiento en diferentes escenarios clinicos contribuyen a mejorar la
comprension de la complejidad de los mecanismos fisiopatolégicos que median en estos procesos.
(Torres Courchoud et al., 2016)
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2. OBJETIVO

El objetivo de la revision bibliografica es recopilar la mayor cantidad de datos relevantes
acerca de los biomarcadores ademas de su aplicacion clinica y farmacéutica con respecto a las
enfermedades oculares, ya sea bien para el control de la enfermedad o su diagnaéstico.

Nos centramos en los diferentes tipos de biomarcadores existentes, asi como su aplicacion a los
tratamientos para las enfermedades oculares mas comunes como la DMAE, glaucoma, queratitis,
uveitis y también para las enfermedades retinianas como la distrofia de los conos, mejorando y
acortando el tratamiento y ayudando a su diagndstico, demostrandolo mediante la cantidad de

investigaciones.

10
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3. METODOLOGIA

El trabajo de investigacion empleado en esta revision bibliogréafica se ha realizado de
forma deductiva, es decir, se parten de datos e ideas generales para determinarse premisas
particulares. La revision se comienza con la recopilacion de articulos partiendo de la base como

de términos fisiologia y anatomia, biomarcadores, para ir enfocandolo a la oftalmologia.

Para llevar a cabo la revision bibliogréafica se han empleado diferentes bases de datos y
diferentes buscadores como PubMed, Scopus, Fama, MedLine o Google Académico,
introduciendo palabras claves en lenguaje inglés, como biomarcarkers, ocular biomarkers,
oftalmology, eye’s” anatom, etc. Buscando en lenguaje espafiol también en Google Académico
introduciendo las palabras claves mencionadas anteriormente. Utilizando asi la bibliografia de los

primeros documentos que se encontraban, para adentrarnos mas en el tema a tratar.

A continuacion, en la figura 3 se muestra como poniendo las palabras biomarcadores
oculares en Google Académico encontramos un total de 62.000 resultados. Este valor se fue
acotando a medida que introduciamos més palabras clave como ocular y lagrimal, para afinar la

busqueda.
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Figura 3. Nimero de publicaciones encontradas por palabra clave buscada.

Ademaés, debemos incluir el uso de libros y documentos en papel obtenidos en la
biblioteca CRAI Antonio Ulloa como el ya referenciado (Biomarcadores: Analitica, diagnostico
y terapéutica) de la Real Academia Nacional de Farmacia y otros recursos electronicos que nos
han servido para contrastar las diferentes informaciones tomadas de articulos, libros electrénicos,

capitulos de libros, conferencias, etc. para entender mejor nuestro tema de estudio.

Por altimo, se han elaborado un listado de acronimos y un glosario con palabras que estan
sefialadas en el texto en negrita y cursiva ya que pueden ser desconocidas para el lector, ayudando

asi a una mejor comprension del texto.

11
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4, RESULTADOS

4.1. Lagrima

El fluido lagrimal tiene varias funciones principales dentro del ojo, su principal funcion
es abastecer a la cdrnea de proteinas y nutrientes puesto que ésta es a-vascular, convirtiéndola en
una superficie de gran calidad dptica y conservando el buen estado el epitelio corneal ademas del
conjuntival. Otra de las funciones principales de la lagrima es lubricar los parpados durante el
parpadeo y, ademas, conocemos que el liquido lagrimal esta formado por proteinas bactericidas
para atacar a los agentes externos que entren en el ojo. Por tanto, la ldgrima contiene una serie de
capas envueltas de una forma compleja que contienen lipidos, proteinas, péptidos, metabolitos
multiples de moléculas pequefias secretadas de glandulas, enzimas y sales ocasionadas por
sistemas glandulares del ojo. Tenemos la certeza que un cambio en la composicion y
concentraciones en el liquido lagrimal puede impactar significativamente a la homeostasis de la
pelicula lagrimal y a la salud del ojo.(Hernandez-Martinez et al., 2016) (“Adler: Fisiologia del
0jo/ ,” 2004)

Podemos diferenciar, por tanto, varios tipos de lagrimas segun el modo en el que se
sintetizan, como las lagrimas basales que son aquellas que envuelven nuestra superficie ocular
permanentemente y son muy necesarias para la salud ocular, éstas son las que se encuentran
reducidas ante como por ejemplo el sindrome de Sjogren (SS). Encontramos también la que se
sintetiza de forma refleja como por ejemplo la ““estimulacion nasal del reflejo del estornudo™, las
lagrimas cerradas son aquellas sintetizadas exclusivamente en periodo de somnolencia, muy
importantes para la regulacién de la homeostasis y el tltimo tipo son las emocionales producidas

por sensaciones como el bienestar o pena. (Tamhane et al., 2019)

Frecuentemente, la lagrima se encuentra en unas cantidades ilimitadas siendo ésta un
componente bioldgico fundamental para evaluar el estado en el que se encuentra la salud ocular
del ojo. Se han usado distintos procedimientos para recoger la muestra de la pelicula lagrimal de
forma no invasiva como las tiras de Schirmer, en la cual se coloca una tira especial dentro del
parpado inferior, en ambos ojos al mismo tiempo, cerrdndolos durante cinco minutos y midiendo
hasta donde el papel estd himedo, también se utiliza otros materiales de tipo absorbentes como
las mini esponjas, tubos ““microcapilares pulidos al fuego™ los cuales son tubos muy finos con
los que se extrae tanto la sangre de los capilares como en este caso la lagrima y por ultimo la
limpieza ocular con suero fisiolégico. Se ha demostrado que la diferencia de procedimiento en la

recogida de la lagrima influye en el resultado observado de las investigaciones. Una circunstancia

12
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que suele pasar es la reaccion activar los nervios corneales e inducir un desgarro reflejo que puede
alterar la composicion de la pelicula lagrimal. Otros factores externos que pueden afectar a la
composicién de la lagrima son las lentes de contacto, anestesia, lagrimas artificiales,
etc.(Tamhane et al., 2019)

Varias enfermedades oculares tienen que ver con la pelicula lagrimal, aunque no se sabe
todavia de qué manera influyen en cada componente de ella, pero si que se ve afectada ya que su
proximidad al foco de la enfermedad hace que cambie algiin componente. Entre los trastornos
oculares mas frecuentes encontramos el ojo hiposecretivo, ojo seco, alergia, etc. Siendo la
inflamacion un papel importante en cada una de ellas. EI SS ademas de afectar a la lagrima
también afecta a la saliva y otras secreciones. Este sindrome sélo es diagnosticable mediante una
biopsia y puesto que es un método altamente invasivo, la mayoria de los pacientes no lo acaban
aceptando retrasando asi el diagndstico de la enfermedad. En una investigacion actual se estudié
el proteoma de la saliva, pero no se llegd a una conclusion clara debido a la gran complejidad de
los métodos utilizados, aunque si se llegé a tener varios candidatos a biomarcadores. Con todo
esto mdaltiples estudios intentan detectar esos biomarcadores y su sensibilidad con la enfermedad

ya sea en la saliva o la lagrima. (Chen et al., 2015)

Las proteinas fundamentales comprenden lactoferrina, lisozima, secretoria,
inmunoglobulina A, lipocalina, albumina y lipofilina. La concentracion de proteinas en cada
lagrima varia de 6 a 10 (mg/ml). La variacion bien sea ascendente o descendente de la regulacién
de las proteinas pueden darnos pistas sobre la aparicién de una patologia. Hay diversos métodos
para estudiar la totalidad de la concentracién de proteinas, pudiendo ser cualitativos o
cuantitativos como el gel electroforesis, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas y

cromatografia liquida de alto rendimiento. (Fidel Ortega, 2010)

Diversos tipos de espectrometria de masas se utilizan para detectar el cambio en la
composicién de la lagrima después de una lesién o dafio en el ojo asi se abarcan algunos avances
““como la desorcion asistida por matriz de ionizacion por tiempo de vuelo de ionizacion
(MALDITOF), la ionizacion por desorcion laser de superficie mejorada-TOF (SELDITOF), la
trampa lineal de iones-transformada de Fourier y la cromatografia liquida junto con la ionizacién
por electropulverizacion (LC / MS) asi como sistemas de analisis de cuentas multiplex”” . Con
todo esto se emprende un estudio para reconocer y determinar la utilidad de las proteinas en cuanto

a las enfermedades oculares.(Tsuji, 2012)

Asi pues, se identifican un grupo de proteinas mayoritarias (lisozima, lipocalina y
lactoferrina) son un porcentaje elevado de las proteinas de la lagrima, por ello la identificacion
del otro tanto por ciento de proteinas se ve perjudicada. Pero en general, se han realizado pocos

estudios que comparen la lagrima de una persona sana con la de una enferma. (Fidel Ortega, 2010)

13
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En cuanto a la glandula de meibomio, se pensaba hasta no hace mucho que era productora
y secretora s6lo de lipidos, pero en uno de los Gltimos estudios se ha demostrado que se secretan
mas de 90 proteinas en esta glandula que no sélo incluyen celulares sino también mitocondriales,

nucleares, etc.

En el fluido lagrimal, podemos encontrar también, como hemos dicho anteriormente,
lipidos compuestos por triglicéridos, &cidos grasos, diesteres, colesterol y ésteres de cera,
colesterol libre, hidrocarburos y lipidos polares generados en la glandula de meibomio. En la
pelicula hallamos tres componentes principales lipidos, glucocélix y mucina acuosa. En la
actualidad, se propone una capa laminar estable de fosfolipidos polares de més que es critica para
la divulgacion del lipido no polar sobre la capa acuosa, actuando como tensoactivos y como
anclaje mientras que la capa mas externa pospone la evaporacion de la capa de la pelicula
lagrimal. La oscilacién de la capa externa por los cambios, la concentracion de los lipidos se ha
identificado como uno de los signos de la identificacion el sindrome de ojo seco. Si bien se sabe
gue hay una falta de métodos y la agrupacion de muestras se ve perjudicada por la manipulacion
ya que pasa igual que con las proteinas. Aun asi, Para controlar las composiciones de las
secreciones de la glandula de meibomio se utiliza la ““resonancia magnética pico-nuclear y

s s

cromatografia™ en la capa mas fina.(Tsuji, 2012)

Uno de los mecanismos pioneros fue el Advanced, una ““prueba de desgarro de la
lactoferrina ocular de Tear Diagnostics™, la lactoferrina es una glucoproteina de unién al hierro
y que la podemos encontrar en multiples dosis en la lagrima normal encontrando como funcion
la modulacion de la respuesta inflamatoria ocular y el crecimiento de las células haciendo que se
mantenga la salud de la superficie del ojo. Cuando hallamos una patologia en el 0jo y revisamos
los niveles de lactoferrina los encontramos muy disminuidos, por ejemplo, cuando tenemos un
herpes simple, queratitis, infecciones sistémicas, etc. Otra de las pruebas que se llevé a cabo es la
de la inmunoglobulina E, que es un kit de diagndstico que se usa para cuantificar una conjuntivitis

alérgica. (Tamhane et al., 2019)

En cuanto la alteracion de la osmolaridad ha sido el factor mas importante para el
diagndstico de DED y la osmolaridad del Tearlab. Se trata de un semiautomético que consiste en
cuantificar la osmolaridad, es decir, alteraciones en la concentracion de electrolitos y en proteinas
de las capas de la lagrima. También puede medir la evaporacion de la lagrima que se produce
constantemente y que contribuye a la hiperosmolaridad de la pelicula. Estos cambios en la
osmolaridad, variando de 308 mOsm/L a 316 mOsm/L se pueden utilizar como medio para el
diagnéstico de DED.(Tamhane et al., 2019)

La matriz Metaloproteinasa-9 es una endopeptidasa muy importante en la matriz

extracelular que actlia recomponiendo las lesiones ocasionadas en la superficie corneal, por ello
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varios estudios han demostrado que las cantidades de MMP-9 estan elevados en pacientes con
SS, DED y OGVHD. Uno de los test de MMP-9 mas destacados es el llamado InflammaDry que
se usa en la clinica para analizar la situacién de inflamacidn en la que se encuentra el ojo y tomar
la terapia antiinflamatoria determinada. Esta prueba es muy utilizada para detectar en pacientes
como 0jo seco severo siendo una vez ya diagnosticados como sindrome de ojo seco.(Tamhane et
al., 2019)

Diversos estudios han mostrado la evidencia de la relacion de varios métodos
inflamatorios y las citocinas/quimiocinas con el sistema inmune ante la presencia de DED, alergia,
SS u otras condiciones inflamatorias que producen un aumento de la lagrima. Por ejemplo, la
Interleucina-8 (IL-8) se ha encontrado elevada en lagrimas de ojo seco en diferentes
concentraciones. Aunque en estos datos se vea claro, hay unas diferencias por la recoleccion de
las muestras, su procesamiento, su rigurosidad, etc., que hace que la comparacion de las citocinas
y quimiocinas entre diversos estudios sea diferente. En un estudio se comprobo el efecto de CGC
(carboximetilcelulosa glicerina), unas gotas que se echaban unos pacientes con 0jo seco cuatro
veces al dia, los resultados obtenidos fueron muy efectivos ya que redujeron la rotura asociada al
DED ademas de mejorar todas las pruebas lagrimales hechas anteriormente. Asi pues, se
demuestra que, aunque la mayoria de los pacientes usa una 0 mas formulaciones de lagrimas
artificiales para controlar y aliviar los sintomas también podrian recibir un tratamiento

antiinflamatorio como los esteroides o laciclosporina.(Martin et al., 2018)

El interferon gamma (IFN-y) es una citocina sintetizada por las células T-helper 1 (Th-1)
y las Natural Killer (NK), etc. y esta en conexion con funciones inmunes como la captacion™ y
la polarizacion del Cluster de Diferenciacion 4 células Thl positivas (CD4 +) * y de muchas
citocinas y quimiocinas Th1. Niveles altos de IFN-y en la pelicula lagrimal de personas con DED
y SS ha sido encontrado. Varios del mismo grupo de estudios y otros tantos también han estudiado
niveles altos de necrosis tumoral factor alfa (TNF-a) que se piensa que simboliza una situacion
inflamatoria general de la superficie ocular en un paciente con algun trastorno DED. Este factor

TNF- o también se ha mostrado elevado en pacientes con TAO. (Tamhane et al., 2019)

Una de las enfermedades mas comunes referidas anteriormente de la lagrima es el
sindrome de ojo seco, que se identifica como un complejo autoinmune multifactorial con una
patogénesis desconocida que ha aumentado rapidamente en los Gltimos afios. Se caracteriza por
un sistema inmune e inflamatorio que afecta a la superficie ocular y, en casos muy severos puede
inducir a la ceguera debido a la ulceracion corneal o la aparicion de cicatrices en su superficie.
Estos pacientes manifiestan algunos sintomas como ardor, irritacion, molestias, fotofobia y vision
borrosa, ademas de tener un riesgo mas elevado de infeccién corneal y un dafio irreversible en los

tejidos. Se han estudiado algunos biomarcadores para identificar un ojo seco, la regulacién
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diferencial de la lactoferrina, EGF y acuaporina fueron los claves para su asociacion con algunos

tipos de o0jo seco como el no Sjogren, Sjogren y Stevens-Johnson.(Zhou et al., 2009)

Ademas, en la lagrima de una persona con o0jo seco podemos observar una reduccién en
las proteinas que contenian prolina. Se descubrid que diez proteinas no identificadas eran
reguladoras diferenciales en el sindrome de Sjogren. Estas proteinas fueron identificadas por sus
masas, siete de ellas fueron reguladas negativamente y las otras tres fueron reguladas

positivamente.

Cuando comparamos la lagrima de una persona con 0jo seco y una persona normal, varios
tipos de esfingomielina y fosfatidilserina se ven afectados, de esta forma se predice que la
glandula de meibomio compensa la pelicula lagrimal. Se explicé la causa que completa el
andrdgeno, ““sindrome de insensibilidad y envejecimiento tienen en el lipido polar y neutro
fracciones de muestras de meibomio del paciente. Asi pues, el meibomio obtenido de las mujeres
con sindrome de insensibilidad a los andrégenos completos tuvo diferencias significativas en los
niveles de expresién de lipidos no polares, incluyendo ésteres de ceray colesterol. Las fracciones
lipidicas polares también exhibieron diferencias asociadas con la insensibilidad completa a los
androgenos, que incluyd6 cierta fosfatidilcolina y especies de fosfatidiletanolamina. Finalmente,
diferencias significativas fueron observadas en los perfiles lipidicos no polares y polares
asociados con el envejecimiento, sugiriendo que las alteraciones en los lipidos podrian estar
relacionadas con la edad aumento de casos observados de sindrome del ojo seco”™.(Tamhane et
al., 2019)

La citocina Interleucina-1 (IL-1) esta formada por: la interleucina-1 alfa (IL-1a) y la
interleucina-1beta (IL-1pB) se ha encontrado presente en el liquido lagrimal. Hay estudios clinicos
que han hallado que en las lagrimas de los pacientes con 0jo seco se encuentran en elevados
niveles de IL-1a e IL-1B maduro que se correlacioné con la tincion de fluoresceina corneal. Un
factor muy evidente es la Interleucina-8 (IL-8), una citocina esencial que conduce la migracién
de neutrofilos, baséfilos y linfocitos T a través de la intervencidn innata de la respuesta inmune y

angiogénica, ha sido muy alta en lagrimas de pacientes con ojo seco.(Tamhane et al., 2019)

Otro estudio de la pelicula lagrimal tiene que ver con la polifosfato de diadenosina que
se adiciona entre 100345 veces, asi cuanto mas incrementado se encuentre esta polifosfato mas
gravedad en el en sindrome de ojo tendremos. Asi pues, se podra utilizar en aquellos con una
disminucién de la secrecion lagrimal y 0jo seco sintomatico tanto para su identificacion como su
gravedad. Este descubrimiento se puede ver como un nuevo objetivo para la identificacion precoz

de ojo seco.(Tamhane et al., 2019)
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Se realiz6 un estudio de 21 pacientes con TAO y 10 pacientes asintomaticos normales.
Los pacientes con TAO se dividieron en TAO activo e inactivo sobre el fundamento de una
formulacion de 7 puntos de la calificacion de actividad clinica. Se consiguié la puntuacion del
indice de enfermedad de la superficie ocular, contar el tiempo que tarda en romperse la pelicula
lagrimal, bien sea hecho con topdgrafo o ldmpara de hendidura (BUT) y se hizo la prueba de las
tiras de Schirmer que ha sido explicada anteriormente y tifieron con fluoresceina a todos los
pacientes. Se recolectaron diez microlitros de liquido lagrimal para distinguir las
““concentraciones de interleucina (IL) -1, IL-2, IL-6, IL-10, interferon IL-17 (IFN) -y, factor de
necrosis tumoral (TNF) -a y uno quimiocina (IL-8) “"a través de un "analisis de perlas

multiples”.(Tamhane et al., 2019)

Cuando se examind a los pacientes con fluoresceina la cantidad de lagrima fue méas
elevada en pacientes con TAO, en cambio las pruebas de Schrimer y BUT dieron valores méas
bajo en pacientes con TAO activo y TAO inactivo en comparacion con personas sin patologia
activa. Las concentraciones de IL-1p3, IL-6 e IL-8 en la lagrima aumentaron en pacientes con TAO
activo méas que en TAO inactivo y los pacientes sin enfermedades. La concentracion de TNF-o
fue elevada en ambas TAO, activo e inactivo, comparando con las personas sin patologias. El IL-
17 fue significativamente mayor en TAO activo que los asintomaticos, y el nivel de IL-2 fue
notoriamente mayor en TAO inactivo. Hubo una conexién positiva entre los niveles de lagrimas
de IL-1pB, IL-6 e IL-8 y CAS en TAO. No se encontrd la relacion entre estos factores.(Tamhane
etal., 2019)

Por tanto, las desigualdades de las citocinas inflamatorias en la pelicula lagrimal entre
personas con TAO activo e inactivo muestran que la inflamacion del ojo puede estar implicada

en el mal encontrado en el &mbito lagrimal del ojo del TAO.(Chauhan et al., 2009)

Algunos investigadores, creen que la proximidad de la lagrima con el epitelio corneal
hace que también cambie su composicién ya que tiene la capacidad de alterar su espesor y
compensar las irregularidades de la superficie estromal pudiendo enmascarar en su totalidad o
parcialidad alteraciones topogréficas epiteliales de la cara anterior de la cornea. Por ello se
estudian los mapas epiteliales que pueden ayudar a confirmar o descartar el diagndstico, a través
del epitelial doughnut pattern. Este método se desarrolla actualmente en el analisis clinico de un
paciente con queratocono que es una enfermedad no inflamatoria que se caracteriza por la
disminucion progresiva y la protrusion apical. A través de la OCT que es un examen de
diagndstico que nos permite analizar diferentes partes de la retina y también mapear espesores
corneales, epiteliales y estromales. Asi pues, a través de los cambios caracteristicos en la cornea

se permitio la deteccion del queratocono temprano. (Hagan, 2017)(Li et al., 2016)
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Es obvio que el examen de la pelicula lagrimal se ha convertido en un punto fundamental
en la patologia de la superficie del ojo por su comodidad de acceso a la hora de tomar la muestra
de la lagrima y progreso en procedimiento analitico. El avance ademas de pautas generalizadas
de la metodologia de recogida de lagrimas, analisis y el depdsito posibilita la confrontacion entre

investigaciones y autoriza biomarcadores adicionales.

4.2. Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa muy delgada que se encuentra en el segmento
anterior del globo ocular, es semitransparente recubriendo la parte blanca del ojo, es decir, la
esclera, y estd muy vascularizada. Cubre la cara posterior e interior de los parpados para proteger
al ojo de agentes externos. Una de las funciones principales es la formacién de los componentes
de la lagrima tanto la parte acuosa como la mucosa contribuyendo también a la defensa
inmunoldgica del ojo y a la homeostasis. Ademas, también sirve para preservar los tejidos blandos
de la érbita y el parpado. La conjuntiva consta de tres partes, la parte conjuntival palpebral,
forniceal y bulbar como parte anatémica. La histologia de la conjuntiva estd compuesta por el
epitelio que tiene células columnares estratificadas junto con células caliciformes gque fabrican

mucina y una sustancia exclusiva del tejido conectivo. (“Adler: Fisiologia del ojo/,” 2004)

Actualmente, el tejido de la conjuntiva se ha convertido en un gran objeto de estudio con
técnicas de muestreo para encontrar y evaluar biomarcadores de los trastornos o patologias del

0jo, encontrando una gran cantidad de biomarcadores notables.

La conjuntiva tiene algunas glandulas lagrimales accesorias como el tejido linfoide,
mastocitos y células caliciformes que producen una parte de la mucina de la lagrima a partir de
MUCS5AC cuya funcion es formar gel que es esencial para las alteraciones del liquido lagrimal.
Encontramos un tejido en conjunto con la conjuntiva (CALT) que esta compuesta por todos los

integrantes asociados de la respuesta inmune.(Tamhane et al., 2019)

Como ya hemos mencionado en otras instancias, la inflamacion forma una parte muy
importante que se resuelve a través de la mucosa. Los eosindfilos, basofilos y mastocitos son
células inflamatorias que habitualmente no se encuentran en el epitelio de la conjuntiva, pero
cuando esta presente una inflamacidn se encuentran en niveles elevados sobre todo los mastocitos
de tipo mucosa. Algunos moduladores inflamatorios por ejemplo el TNF-a, IL-6 y la interlucina-
10 como también otras células de adhesion como ICAM-1 asi como otras células mononucleares

y linfocitos positivos en la capa de células epiteliales.(Tamhane et al., 2019)
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Para evaluar y recoger las células de la capa de la superficie con el fin de encontrar la
mayoria de biomarcadores posibles realizamos el método a través de la citologia de impresion
(1C) que es una técnica muy utilizada y que recolecta de forma minimamente invasiva y de corto
tiempo para el muestreo de las células epiteliales conjuntivales superficiales de forma que cause
el menor dolor posible. Se utilizan diferentes filtros absorbentes sobre las capas superficiales de

la conjuntiva.(Hagan, 2017)

Se realizd un estudio en 20 personas con una técnica de un filtro de membrana PES y
utilizado el método IC, teniendo como finalidad la comparacion del ARN recuperado en células
epiteliales de la conjuntiva. Se lleg6 a la conclusion de que el ARN tenia un rendimiento igual en
ambos métodos.(Tamhane et al., 2019)

La citologia con cepillo es otra de las técnicas empleadas como otra opcién a IC, y ademas
puede emplearse como complemento para recoger células conjuntivales de diferentes sitios. El
cepillo es de usar y tirar y se puede utilizar un anestésico previo a coger las células de la superficie
conjuntival del ojo. Se descubri6 que la citologia de pincel era mas elevada que la IC en una
investigacion realizada a 63 personas en las cuales se examiné la cantidad y calidad de las células
recolectadas con técnicas de tincion. Muchas investigaciones descubrieron el beneficio de los
cepillos e IC en la medida de biomarcadores en las células de la superficie del ojo. Los modelos
recolectados en la conjuntiva también pueden ser recogidos a través de biopsias del tejido
conjuntival que es una técnica mas intrusiva que los descritos anteriormente. Una vez recogidas
las muestras se utilizaron diferentes métodos para su analisis y el descubrimiento de los
biomarcadores, como la microscopia, la inmunohistoquimica, la citometria de flujo ademas de la

" reaccién en cadena de la transcripasa polimerasa (RT-PCR) ", son los méas habitualmente
utilizados. La microscopia se emple6 para visibilizar la célula, su morfologia y numerar las células
caliciformes de la superficie de la conjuntiva. El IC se queda fijando en las membranas de las
celulas calciformes examinando la densidad, ademas se utilizan la inmunohistoquimica o la
citometria se usan para evaluar la inflamacién en la clinica a partir de los marcadores
inflamatorios. Otra técnica muy utilizada es RT-PCR que separa el ARN en los modelos de IC

aportando informacion de la genética en el tejido conjuntival analizado.(Tamhane et al., 2019)

Una de las nuevas técnicas introducidas en la busqueda de biomarcadores es la
microscopia confocal in vivo cuya funcidn principal es examinar la alteracion de la célula en la
conjuntiva y en la cdrnea ademas de emplearse como un instrumento de diagnostico de forma que
no se invada la superficie del ojo. Hay diferentes retos en cuanto a la técnica mencionada
anteriormente como puede ser campos de vision reducidos y la estandarizacion del reclutamiento
de imagenes, su interpretacion y cuantia ademas de mencionar el alto coste que requiere estas

técnicas.(Tamhane et al., 2019)
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Una de las glucoproteinas fundamentales que se encuentra en las células epiteliales,
principalmente en las inmunocompetentes, es el antigeno leucocitario humano D (HLA-DR). Esta
glucoproteina se ha asociado a patologias como DED. La técnica de IC se utiliz6 para la
cuantificacion del HLA-DR y demostrando su elevada cuantia en pacientes con DED en
comparacion con la de un ojo normal. Ademas, no solo permite su diagnéstico sino también el
examen de su gravedad permitiendo clasificarlo de leve a grave y por tanto permitiendo tener un
diagnostico del tratamiento a elegir en cada paciente., el Unico inconveniente que se encontrd
fueron las limitaciones de la integridad de la muestra. Otra conclusidn que se saco en este estudio
fue que las muestras no debian tener mas de 14 dias puesto que su calidad iba disminuyendo

considerablemente y los resultados se veian afectados.(Tamhane et al., 2019)

Una molécula a destacar es la de adhesion molecular 1 (ICAM-1) que podemos
encontrarla en diferentes tipos de células como las endoteliales, fibroblastos, leucocitos,
queratinocitos y las células epiteliales. Como funcién principal tenemos la mediacion de la
cantidad de mediadores inflamatorios. La molécula ICAM-1 podemos encontrarla elevada en
pacientes con SS ademas de otros marcadores que la rastreamos a partir de 1C. En otro estudio se
calcul6 en 28 pacientes asociados a la patologia de sindrome de 0jo seco y se encontré un elevado
nimero de estos dos biomarcadores mencionados anteriormente, ademas de una gran correlacién
entre el ICAM-1y el HLA-DR en personas con DED.(Tamhane et al., 2019)

Otro estudi6 investigd la relacion del ICAM-1 y el HLA-DR en personas con GO,
orbitopatia de Graves que se caracteriza por la inflamacion del tejido orbital. Esta alteracion se
encuentra presente en la mayoria de enfermedades graves. Se realiz6 citologia de impresion en
10 personas con GO no clasificado en activo e inactivo y 10 controles. La presencia de HLA-DR
presenta antigenos en pacientes con GO activo en comparacion con los controles, pero ademas
también se identificaron en pacientes con enfermedades graves sugiriendo asi que esta activacion
se deba a diferentes vias inmunoldgicas. Ademas, con respecto al ICAM-1 parece ser un marcador
mas sensible aln que la resonancia magnética que identifica el GO activo puesto que fue

encontrado elevado en pacientes con GO activa. (Pawlowski et al., 2014)

En cuanto a los biomarcadores encontrados en las células calciformes que se encuentran
en la parte del epitelio conjuntival y cuya principal funcion es producir mucinas en la parte
superior del ojo y lubricar la parte mas superficial del ojo y la lagrima para prever de patégenos
inflamatorios. Cuando tenemos un paciente con sindrome de 0jo seco encontramos una
disminucién de la cantidad de estas células puesto que ademas tiene una menor densidad de
pelicula lagrimal y un poco de inflamacidon en la superficie del ojo que podemos observar en
patologias como SS, Stevens-Johnson, etc. Como consecuencia de tener un menor nimero de

estas células en los pacientes ya mencionados, tenemos una disminucion de sus funciones como
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la de secretar mucinas y una superficie ocular perjudicada. Con visién al tratamiento de la
enfermedad lo podriamos usar como biomarcador en el sentido de que un incremento de estas

células seria una pista del buen funcionamiento del tratamiento. (Tamhane et al., 2019)

Uno de los componentes principales de la conjuntiva es la mucina que como bien se dijo
anteriormente y existen varios tipos de mucinas dependiendo de quién las ha producido, las
células caliciformes, solubles y las mucinas de la membrana (MUC1, MUC2, MUC5AC, MUC7
y MUC16). Una de las mucinas mas importantes es la productora de gel que es la MUC5AC y las
que encontramos en las células de la conjuntiva del ojo son la MUC1, MUC4 y MUC16. La
funcion de las mucinas méas importantes es la estandarizacion de la pelicula lagrimal. Ademas,
estas mucinas forman parte de la lubricacion, retencién de agua y como barrera para los

patdgenos.

Entrando més en cuestién uno de los tipos de mucina, la MUC7 que es la méas soluble y
se encuentra en la superficie del ojo funciona como barrera frente a agentes patologicos.
Estudiando las alteraciones de las mucinas en el ojo en la parte de las células de la conjuntiva
puede ayudar a saber cémo funcionan las enfermedades del ojo como alergias atdpicas 0o DED y
también identificar los biomarcadores mas valiosos de la sucesién de la enfermedad. En personas
con AKC (queratoconjuntivitis atopica) grave, las pruebas conjuntivales captadas mediante IC y
citologia con cepillo mostraron que en los ojos de los enfermos con AKC, el ARNm de MUC16
fue relevantemente reguladas positivamente y se disminuy6 la regulacion de la expresion de
ARNmM de MUCS5AC, en paralelismo con los pacientes sanos. Los investigadores sostienen que
la disminucion de la regulacion de MUCS5AC seria el resultado de una respuesta primaria de la
superficie del ojo a la inflamacion en forma de regulacion negativa de mucinas del epitelio y una
disminucién de células caliciformes, con una posterior regulacién positiva de MUC16 para
preservar la superficie del ojo. En otra investigacion las pruebas de IC recogidas de enfermos con
SS demuestran los descubrimientos anteriores. Utilizando al instante RT-PCR, las expresiones
genéticas de mucinas se tomaron nota en las diferentes pruebas de IC y la informacion indujo que
la expresion de MUCS5AC se disminuy6 en 11 pruebas de SS que en personas de control. Los
niveles de proteina MUCS5AC, tomadas en pruebas de lagrimales también disminuyeron
considerablemente, confirmandola informacion captada en la capa del epitelio de la conjuntiva.
Asi pues, la disminucion de MUC5AC en la pelicula lagrimal o el epitelio de la superficie del ojo,
seria un biomarcador de un grado de enfermedad y una muestra de estabilidad del liquido lagrimal
muy fiable. Algin cambio en los niveles de MUC5AC y MUC16 también se probaron para
detectar en qué punto se encuentra la enfermedad cuando estamos en un tratamiento.(Tamhane et
al., 2019)
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En conjunto, el epitelio corneal y la conjuntiva constituye la superficie ocular, por tanto,
un cambio en la conjuntiva hace que también cambie la composicion del epitelio corneal ya que
tiene la capacidad de alterar su espesor y compensar las irregularidades de la superficie estromal
pudiendo enmascarar en su totalidad o parcialidad alteraciones topogréaficas epiteliales de la cara
anterior de la cornea. Por ello se estudian los mapas epiteliales que pueden ayudar a confirmar o
descartar el diagnostico, a través del epitelial doughnut pattern. Este método se desarrolla
actualmente en el analisis clinico de un paciente con queratocono que es una enfermedad no
inflamatoria que se caracteriza por la disminucion progresiva de la agudeza visual y la protrusién
apical. A través de la OCT analizamos diferentes partes de la retina y también mapeamos
espesores corneales, epiteliales y estromales. Asi pues, a través de los cambios caracteristicos en

la cornea se permitio la deteccion del queratocono temprano. (Li et al., 2016)

Los tumores en la conjuntiva pueden ser diagnosticados de diferente manera, pudiendo
encontrar 3 tipos principales de tumores malignos: el melanoma, la neoplasia escamosa (OSSN)
y el linfoma. EI OSSN puede aparecer por factores como la radiacion solar croénica, el VIH,
trasplante, etc. y puede tratarse de diferentes formas que incluyen desde la cirugia hasta
quimioterapia. Hablando del melanoma tiene otros tratamientos diferentes que se aplican al tumor
como "la evitacién de la manipulacion directa del tumor o la reseccion con margenes limpios™ .
Para prevenir una metastasis de estos tumores se utilizan los biomarcadores BRAF, TERT y

PTEN ademas de dar informacién de los farmacos pertinentes.(Shields et al., 2017a)

Hablando de la neoplasia que es la mas coman y conocida que normalmente se manifiesta
unilateralmente como una ““masa limbal gelatinosa vascularizada™, podemos encontrar también
caracteristicas como vasos dilatados, infiltracién espumosa y leucoplasia supra yacente. Una larga
exposicion a los rayos ultravioletas o al humo de un cigarro pueden ser factores que inducen este
tumor ademas de otros como la piel clara o enfermedades inmunitarias. En un estudio se demostré
la veracidad de las células epiteliales en este tipo de tumores conjuntivales que se extienden por
la superficie de la conjuntiva formando parte también de la membrana basal ademas de la
presencia de un genoma llamado TERT, encontrado también en otros tipos de cancer y que tiene
como significado que el cancer se encuentra en uno de sus estadios més avanzados con no muy
buen pronéstico. Otro de los tumores m&s comunes en la conjuntiva es el melanoma, se sabe que
también esta relacionado con una gran exposicion a rayos ultravioletas. Podemos clasificarlo en
pigmentado o no pigmentado y lo encontramos en las diferentes partes de la conjuntiva.
Actualmente hay varios estudios en curso sobre el vemurafenib que es un farmaco oral inhibidor
del gen humano BRAF y sobre su evaluacién como biomarcadores de la enfermedad y de su
terapia.(Shields et al., 2017b)
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Por tanto, un descubrimiento de las cualidades clinicas tipicas de estos tumores, el

conocimiento de las caracteristicas que influyen en su aparicion y biomarcadores tisulares, y un

uso idéneo son cruciales para resultados superiores del enfermo. A continuacién, se expresan los

biomarcadores, a modo que se vea mejor, mas importante de la conjuntiva:

Tabla 1. Clasificacion de los biomarcadores de la conjuntiva

Biomarcadores

Enfermedad ocular

Funcién del biomarcador

HLA-DR

ICAM-1

Células caliciformes

Mucinas- MUC5AC
Mucinas-MUC16
Galectina-3

IL-1a, IL-1B, IL-3, IL-6, IL-8

TNF-a

INF-y

TGF-p 1

CCR5
CCL2, CXCL 12, CCR2, CXCR4

DED

DED, SS, OGVHD

SS, Stevens-Johnson, DED,
Glaucoma y enfermedad de injerto
contra huésped

AKC, SS, DED

AKC, DED

DED

AKC, VKC, SS, GPC, TO, DE,
DED, MGD, OGVHD

DED, SS

DED, OGVHD

MGD, SS

DED
DED

Glucoproteina que presenta péptidos
extrafios capaces de desencadenar la
respuesta inmune.

Molécula de adhesién que es muy
importante en la respuesta inmune.
Producen mucinas para la superficie

del ojo.

Glucoproteina que se encarga de
producir gel para prevenir de dafio
Glucoproteina que actia como
barrera frente a agentes externos
Suscita la produccién de membrana
plastica

IL-10: Citocina que forma parte de la
hematopoyesis

IL-18: Citocina que causa la
distincion de Th17
IL-3: Examina la formacion,

distincion 'y funcién de los
granulocitos 'y  monocitos  /
macrofagos

IL-6: Promover la respuesta de fase
aguda

IL-8: Guia el transporte de

neutréfilos, baséfilos y linfocitos T
que intervienen en la respuesta
inmune y angiogénica

Citocinas que pueden estimular la
proliferacion celular

Tiene una funcién en la respuesta
inmune de TH1 en la superficie del
0jo

Hace un seguimiento de Ila
proliferacion y distincion de células
B y células mieloides

Quimosinas CC

CCL2: capta monacitos y basofilos
CXCL12: activa la quimiocina CXC
CCR2: receptor

CCL13: transductor

CXCR4: receptor para CXC vy
ubiquitina. Eleva los iones de calcio

Para concluir, se han reconocido muchos tipos de biomarcadores en la conjuntiva que han

agrandado nuestro conocimiento y ha posibilitado la exanimacion de la respuesta al tratamiento.

El uso del método del muestreo IC ha permitido mejorar mas la evaluacion de estos biomarcadores

asegurandolos y permitiendo un acceso facil. Al igual que con la evaluacion de la pelicula
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lagrimal, mejorando la sensibilidad en el estudio de las proteinas y en la genética, podrian

incrementar la identificacion de biomarcadores en el tejido de la conjuntiva més adelante.

4.3. Humor acuoso

El humor acuoso es un liquido fino e incoloro que se sitla ocupando el segmento anterior
del ojo, es decir, entre el cristalino y la cdrnea. Su composicion se basa en agua principalmente
ademas de otras sustancias que nutren a las partes avasculares del ojo como azUcares, vitaminas,
proteinas, etc. Consta de tres funciones muy importantes para mantener la salud ocular: mantiene
la estructura de la camara anterior del 0jo ya que no compone de ninguna otra estructura rigida
para su soporte y necesita ser ocupada por un liquido que mantenga la estructura, asi también
mantiene la relacion entre segregacion y drenaje para mantener la estabilidad de la presion
intraocular (P10O) que suele alcanzar unos niveles estandar de 12-22 mmHg., ya que su alteracion
podria provocar la aparicion de patologias como el glaucoma y otra de las funciones que ocupa el
humor acuoso es, como ya hemos comentado, nutrir las zonas avasculares del segmento anterior
como la cérnea y la capa anterior del cristalino ya que, aunque su componente principal sea el
agua, tiene un 1% de otros componentes fundamentales para las células. Por ello el humor acuoso
no es constante puesto que experimenta variaciones en el dia, hora y dependiendo del ciclo vital
gue se encuentre la persona. La ultima funcién que realiza es formar parte de las funciones
refractivas en menor medida que otros elementos como la cornea, contribuye ya que su indice de
refracciéon es 1,336 y el del aire 1 por lo que se produce una desviacion de los rayos de luz.
(“Adler: Fisiologia del ojo/,” 2004)

Ademas, el humor acuoso se encuentra regulado por el sistema nervioso central, el
sistema auténomo, las hormonas, sistema vascular y el metabolismo en el que se encuentre
involucrada la persona. Puesto que fluye a través de los musculos ciliares y hacia el espacio supra
coroideo sabemos que los procesos ciliares tienen una inervacion simpatica y para simpatica
ademas de tener una inervacién similar en las células del tejido trabecular, asi pues, el sistema
autonomo puede formar parte de la activamente del humor acuoso en diferentes niveles a la
vez.(“Adler: Fisiologia del ojo/,” 2004)

Una de las enfermedades méas comunes en las personas y que tiene que ver con el humor
acuoso y su estabilidad es el glaucoma, que se caracteriza por una elevacion de la presion
intraocular de la persona que ocasiona una lesion en el nervio dptico llevando a la persona a la
ceguera. El objetivo principal de su terapia seria evitar la progresion de la neuritis 6ptica evitando
la ceguera, por tanto, empezariamos por disminuir la produccion de humor acuoso en el epitelio
ciliar y a aumentar su evacuacion por la via uveoscleral o por la via trabecular. Debido a la

ubicacion del humor acuoso y su aproximacion al sitio de patogénesis del glaucoma, encontrar y
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descubrir biomarcadores en el humor acuoso podria ayudar a la deteccion precoz y la evaluacion

de la terapia que se utilizaria y proporcionar una gran informacion.(Farmacéutico et al., n.d.)

Otra de las enfermedades en las que han sido analizados los biomarcadores del humor
acuoso es de la retinopatia diabética, aunque también se han estudiado enfermedades

neurodegenerativas como el alzhéimer.

Para recoger el ejemplar de humor acuoso para analizar lo hacemos mediante el grifo
acuoso con anestesia local en pacientes que se enfrentan a alguna cirugia o faco-emulsificacion.
A pesar de ser muy valiosa la informacidn que obtenemos con este andlisis también tenemos algun
riesgo, la recoleccion es muy invasiva y se generan riesgos a la cérnea o al cristalino que se
encuentran muy cerca. Ademas de dafiar las estructuras cercanas también se pueden contaminar
las muestras con algunas sustancias que no sean del humor acuoso. La sensibilidad de las pruebas
es mas elevada por el poco volumen de humor acuoso que se recoge. Una de las moléculas méas
analizadas son las proteinas en el HA que rondan de 676 a 865 proteinas segun el método en el

gue se mida.(Tamhane et al., 2019)

La enfermedad que mas tiene que con el humor acuoso es el glaucoma como hemos ido
mencionando, esta enfermedad tiene un componente genético muy importante. Asi pues, muchos
parametros oculares son hereditarios como la PIO, la dimensidn ocular, etc., su asociacién con
diversos genes como la miocilina revela el cardcter hereditario que no se encuentra en un gen
solo, sino en varios. Las células neurogliales tienen funciones esenciales para conservar las
neuronas que, por su relacién con los vasos sanguineos y axones Opticos, intervienen en el

equilibrio electrolitico y metabolismo de neurotransmisores.(Farmacéutico et al., n.d.)

El ARN posibilita una deteccion y estudio rapido y exhaustivo del trancriptoma y tiene
un elevado rendimiento frente a diferentes pruebas. Uno de los marcadores genéticos es el ““gen
1 de la lisil oxidasa (LOXL1) “"que se encarga del metabolismo de la matriz celular, un elevado
nimero de este gen 1 estan envueltos en la produccién de agregados de fibra en el glaucoma.
Ademas, este gen esta relacionado con TGF-B1 para la produccion de fibras, asi pues, se forman
dep6sitos que se posicionan en el saliente de algunas estructuras que se piensa que llevan a

aumentar la PIO y perjudicar al nervio optico.(Tamhane et al., 2019)

Un estudio realizado recientemente compard el proteoma del humor acuoso de diferentes
personas diabéticas algunos de las cuales también tenian retinopatia diabética y otras no. Algunas
proteinas en concreto la encargada de la inflamacion, la apolipoproteina A-l se encontraron en
concentraciones mas altas en comparacion con los pacientes sin retinopatia diabética.

Adentrandonos un poco méas en la enfermedad y las proteinas, en la retinopatia diabética
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proliferativa tenemos un cuadro de 10 proteinas asociadas que se encuentran involucradas en una
serie de mecanismos del ojo como la que hemos mencionado anteriormente.(Youngblood et al.,
2019)

La autotaxina (ATX) es una proteina relacionada con el acido lisofosfatidico extracelular,
esta relacion tiene un nexo de union con el glaucomay la P10 elevada, aunque todavia no ha sido
muy estudiada. Algunas investigaciones sugieren que un incremento de ATX se da en pacientes
con patologias oculares y por ello la relacién que hemos mencionado antes también. (Tamhane et
al., 2019)

Uno de los nuevos posibles biomarcadores en el humor acuoso identificados ha sido la
miocilina que es una proteina muy relacionada con el glaucoma. En una investigacion realizada
en humanos y animales se not6 que se elevd la concentracién en un 70% de esta proteina en

pacientes con glaucoma.(Tamhane et al., 2019)

Numerosos "“factores de crecimiento pro-fibréticos™” son encontrados en el humor acuoso
de pacientes con glaucoma como puede ser el TGF-p se ha notado que se han elevado
notablemente. Tanto TGB-f como 32 son las isoformas fundamentales del tejido del ojo. E1 TGF-
B2 es un factor de crecimiento que tiene muchas funciones y es producida en la parte anterior
ocular ademas tiene un papel muy importante para el glaucoma ya que es la molécula impulsora
de la matriz celular y reduce la proliferacién celular. Ocho estudios analizaron los niveles en el
humor acuoso en los diferentes tipos de glaucoma y encontraron una elevacion de TGF-B2 y se
demostrd que en el glaucoma de angulo abierto esta muy incrementada. El incremento y la

actividad de esta molécula dependen del tipo del tipo de glaucoma.(Tamhane et al., 2019)

En humor acuoso frente a los mediadores inflamatorios como el TFN-a se estudié que se
usan pruebas de “inmunoensayo de perlas de plex simple”” y se demostrd un nivel elevado de
TFN-o en personas con glaucoma en comparacion con el humor acuoso de personas sin ninguna
patologia, ademas también se encontraron incrementos en el glaucoma normotensivo y en

pacientes con exfoliacion.(Tamhane et al., 2019)

Ademaés, en el humor acuoso los biomarcadores también se han estudiado para otras
enfermedades no oculares como el Alzheimer que en varios estudios se identificaron proteinas
como ‘‘apolipoproteinas (APO) Al., APO III, APO E, transtiretina (TTR), a2-macroglobulina y
cistatina-C "“que se demostrd su incremento en personas enfermas de alzhéimer. En un estudio
que se analizd el humor acuoso en pacientes con Alzheimer se descubrié una molécula de
adhesion celular neural (SNCAM), molécula soluble 1 de adhesiéon vascular (SVCAM-1) y

catepsina D que es un lisosoma proteasa encargado de la homeostasis celular y de la muerte
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celular. Otra de las moléculas que se encuentran elevadas es la capthesin D en el liquido

cefalorraguideo en enfermos de Alzheimer. (Tamhane et al., 2019)

Se han estudiado multiples biomarcadores que tienen una conexion con el tono vascular,
el nivel y la estructura del glaucoma, se han visto los niveles alterados en suero, pero limitados
identificados en el humor acuoso. Alguno de los que se han identificado son™" guanosina ciclica
monofosfato (cGMP), dxido nitrico (NO), cerebro y péptido natriuréctico auricular (BNP y ANP

respectivamente) ~* asi pues estan relacionados con la dindmica y la presion intraocular.

Unos aspectos muy estudiados en cuanto a su involucracion con las enfermedades
oculares es el estrés oxidativo y estado antioxidante que cuando esta oxidado provocando estrés
y llevando al limite la capacidad de defenderse. Asi se produce un desequilibrio sobre la funcién
de la TM que es muy susceptible al estrés ya que tiene como funcioén proteger frente a ROS
llevando a alteraciones en el sistema y empleando un papel en la aparicion de

enfermedades.(Tamhane et al., 2019)

Por tanto, la certeza de la induccién de la apoptosis por el estrés oxidativo y que en este
suceso sea recogido por pruebas en el laboratorio no muy complicadas, llegando a relacionarse

con la progresion del glaucoma en sus distintos niveles.

Uno de los tumores oculares mas comunes es la retinoblastoma que es el cancer
intraocular primario mas frecuente en nifios. Es un tumor méas peculiar puesto que la biopsia esta
contraindicada debido a su riesgo de diseminacion. Es por ello que las técnicas actuales han
permitido extraer de forma segura el humor acuoso utilizdndolo como oportunidad Gnica para
usar el humor acuoso como biopsia liquida para el retinoblastoma. Es por ello que el humor
acusoso es muy analizado en este tipo de situaciones. La enzima mas estudiada para saber si se
trata de un tumor maligno es el lactato desidrogenasa (LDH) la cual se trata de una reguladora del
metabolismo. Asi pues, también se examinan los valores de LDH durante el tratamiento para

saber si esta haciendo efecto. (Ghiam et al., 2019)

A continuacion, se presenta una tabla recogiendo un resumen de los biomarcadores

encontrados ademas de sus funciones y enfermedades asociadas:

Tabla 2. Clasificacion biomarcadores del humor acuoso.

Biomarcadores Enfermedad ocular Funcion de los
biomarcadores
LOXLI Glaucoma normotensivo, Proteina muy importante para la
sindrome de exfoliacion y biogénesis del tejido conectivo
glaucoma
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ATX Glaucoma Proteina secretora relacionada
con la estabilizacién de la PIO

Myodin Glaucoma La mutacion del gen puede ser
uno de los factores de riesgo del
glaucoma

TGF-p POAG Es un péptido relacionada con las
células T, células B y mieloides

HGF; TGF-p2 Glaucoma HGF: crecimiento de la célula,

su movilidad y morfologia
TGF-B2: citocina que reduce los
efectos de la interleucina
TNF-o POAG Citocina que se encarga de la
induccion de células que se
encarga de la muerte de lineas
tumorales
IL.1a, IL-6, IL-8 POAG IL-1a: citocina relacionada con
la hematopoyesis
IL-6: induce la fase aguda y en la
diferenciacion de células B
IL-8: se encarga en la migracion
de neutrdfilos, basofilos y
linfocitos T
ELAM-1 Glaucoma Molécula de adhesién encargada
de la activacion de células
endoteliales
APO Al, APOCIII, APO E, POAG APO Al: proteina que funciona
TTR, a2-macroglibulina, permitiendo la salida de
Cistina-C moléculas de grasa de los tejidos
del higado
APO ClIII: proteina que inhibe a
la lipasa
APO E: proteina relacionada con
la amiloide-f
TTR: proteina que se une a la
hormona tiroidea
Cistatina-C: inhibe a la cisteina

proteasa
SNCAM, VCAM-1, Captesina POAG SNCAM: glucoproteina que
D facilita la adhesion de las células

VCAM-1: proteina que se
encarga en el reconocimiento
celular

Catepsina D: Causante de la
descompostura celular.

BNP, ANP POAG Encargada de la vasodilatacion,
inhibicion de la renina, etc.

SOD POAG, Glaucoma Enzima que cataliza radicales
superoxidos

GPX POAG, PACG Protege contra el dafio oxidativo

CD 445 PACG Mediador de las interacciones de
células en la matriz celular

NMDA receptor POAG Receptor de homocisteina

Para concluir sobre los biomarcadores oculares del humor acuoso, podemos encontrar
puntos a favor y en contra de su utilizacion ya que otros métodos en usadas clinicas pueden
disminuir el tiempo de la investigacion, asi como las mediciones de prueba, que también pueden

concluir en un valor considerable de diferencia. A pesar de esto, usar otros métodos puede
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perjudicar y llevar a un sentido falso de las conclusiones si no estan correctamente validados. El
poder identificar un biomarcador analizado en el AH en vez de medir la PIO ahora mismo es
improbable debido al analisis que hemos realizado y teniendo muy en cuenta que se invade mucho
el ojo en comparacion con la prueba actual de la P1O. Asi mismo, relacionando algunos de los
biomarcadores y los otros métodos sustitutos podrian elevar la eficacia de los medicamentos y el

prondstico de la enfermedad.

4.4 Humor vitreo

El humor vitreo es un gel transparente que se encuentra entre la retina y el cristalino, es
decir, en el segmento posterior del ojo. La funcion principal del liquido vitreo es proteger tanto
fisicamente como estructuralmente del desprendimiento de retina. Con respecto a su composicion
estd formado por agua, colageno, &cido hialurénico y proteinas como albumina, globulinas,
proteinas de coagulacion, etc. Su volumen ocupa la mayor parte del ojo, por su funcidn protectora.
El espesor del gel tiene que ser especifico ya que toda la informacién visual pasa por él. Por su
cercania a la retina se convierte en una parte perfecta para la bisqueda de biomarcadores y
alteraciones fisiopatoldgicas que afectan a la retina cuando hay una enfermedad incipiente.
(“Adler: Fisiologia del ojo/,” 2004)

Para analizar el gel vitreo se recoge a través de los llamados grifos vitreos en aquellos
que son sometidos a una vitrectomia que consiste en una microcirugia en la cual se extrae el vitreo
para tratar a la retina directamente. Claramente, esta técnica es altamente invasiva. Un método
menos invasivo y actualmente aprobado es la biopsia con aguja que puede llevarse a cabo en la
clinica en vez del quir6fano. En un estudio realizado, usaron tiras de Schirmer para recolectar el
reflujo vitreo y compararon las proteinas sacadas con las de la vitrectomia sin diluir y como
consecuencia obtuvieron un porcentaje muy parecido. Ademas, el procedimiento mas utilizado
para detectar biomarcadores en las pruebas del vitreo es ““ensayos inmunosorbentes ligados a
enzimas ELISA™", algunos otros utilizan la fluoresceina para identificar las cantidades de
proteinas o la espectroscopia para el metabolismo en el vitreo. (Youngblood et al.,
2019)(Tamhane et al., 2019)

Entre los biomarcadores ya identificados podemos encontrar un factor de crecimiento
como es el VEGF que es un angiogeénico, es decir formador de vasos sanguineos. Ademas, es un
““mediador fisiopatol6gico™ en el progreso y sustento de la formacion de nuevos vasos dentro del
0jo que se ha encontrado presente en patologias neovasculares. El logro del anti-VEGF es la
finalidad principal en las enfermedades del ojo para la terapia a realizar. También se han
investigado los diferentes niveles de VEGF para saber una prediccion y la importancia de la

enfermedad que se encuentra acechando al 0jo sobre todo en la retinopatia diabética (RD) y PDR.
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Otro de los aspectos muy estudiados con respecto al VEGF es la agudeza visual, aunque en los
diferentes estudios se han obtenido "resultados mixtos™” ya que la AV logMAR después de la
operacion fue muy inferior cuando los pacientes tenian tanto alto como bajo VEGF. Lo que si se
encontraron es una gran cantidad de dificultades un tiempo después de la operacién ya que los
pacientes necesitan de una vigilancia mediante monitores. Otro factor de crecimiento investigado
es el placentario (PIGF) y se mostrd en muy elevada cuantia en pacientes con isquemia retiniana.
Ademas, en otra investigacion que evaluaba el PIGF con la enfermedad PDR tanto activa como
inactiva se llego6 a la conclusion que el PIGF estd muy relacionado y es muy importante en la
patogénesis de PDR y que las cantidades de PIGF no estuvieron alteradas por la terapia utilizada
en después de la operacion. Al contrario de lo que pasa con el PIG ocurre con el PEDF que es el
factor derivado del epitelio pigmentario que se encuentra disminuido en pacientes con retinopatia
diabética al igual que pasa con la proteina encargada de la regulacion, la clustreina (CLU), del
complemento que también tuvo niveles disminuidos en pacientes con RD. (Youngblood et al.,
2019)(Tamhane et al., 2019)

Otro de los factores estudiados es el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF)"" que acttan en el ciclo celular estimulando la division celular siendo liberados por las
plaquetas. Muchos cientificos piensan que cooperan con la formacion de nuevos vasos sanguineos
en el ojo y cicatrizacion de las heridas. En un estudio se investigaron todas las formas de estos
factores en pacientes con retinopatia diabética proliferativa y no proliferativa, ademas de personas
no diabéticas y se encontré que en pacientes con retinopatia diabética proliferativa todas las
formas de los factores PDGF se encontraron elevadas en paralelismo a las personas no diabéticas
y a la persona con retinopatia diabética no proliferativa. A pesar que los PDGF no se pudieron
implantar como finalidad en la terapia, se sabe que tienen una funcion fundamental en el

conocimiento de la enfermedad de retinopatia diabética.(Tamhane et al., 2019)

En muchas alteraciones oculares los investigadores han estudiado los mediadores
inflamatorios (citoquinas inflamatorias y neurotréficas) para considerar un componente
inflamatorio como IL-6, IL-8 y TNF-a. Se han analizado los diferentes mediadores inflamatorios
en los distintos niveles de retinopatia diabética de ambos tipos, se obtuvo un incremento en
pacientes proliferativos como no proliferativos lo que lleva a pensar que estan incrementados
progresivamente en las primeras etapas de la retinopatia y podrian ser biomarcadores muy utiles
de esta enfermedad ya que nos podria dar la informacion del estadio en el que se encuentra la
enfermedad. En estos pacientes con retinopatia también se encontraron incrementaros otros
factores como la neurotrofina (neurotrofina-3, neurotrofina-4, etc.) teniendo los pacientes con

retinopatia no proliferativa un nimero mayor que los proliferativos.(Tamhane et al., 2019)
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Algunos cambios estudiados son los hemodindmicos que estudia la dinamica de la sangre
en el interior de estructuras como las arterias, estos cambios llevan a un aumento del flujo
sanguineo que llega a la retina y que se correlacionan con la retinopatia diabética y estan presentes
en diferentes patologias vitreorretinianas. Los factores mas estudiados son el 6xido nitrico que es
un regulador del didmetro de los vasos sanguineos y la endotelina-1 que es un factor que contrae
los vasos sanguineos que tiene consecuencias proliferativas sobre la red de los vasos.(Tamhane
etal., 2019)

Entre los factores de fase aguda encontramos algunos mas destacados como la o2-
macroglobulina, proteina C, fibrindgeno, procalcitonina, etc. En un estudio se llegd a la
conclusion después de estudiar el gel vitreo de algunos pacientes con enfermedades oculares que
se encontraban incrementados algunos de estos factores como el fibrindgeno y la ferritina
elevados en aquellos que tenian EAMD. También fueron estudiados estos factores y su relacion
con la agudeza visual y con los niveles de VEGF y los resultados fueron que el fibrindgeno y la
procalcitonina se encontrarian elevados si tenemos una baja agudeza visual y al revés ya sea pre

0 post operacidn, pero no se encontrd ninguna relacién con VEGF.(Tamhane et al., 2019)

Una de las enfermedades méas estudiadas en el humor vitreo es la DMAE por la
proximidad de la macula al vitreo. Dentro de los dos tipos de DMAE el méas peligroso para nuestra
vision es el NV conocida por el crecimiento de nuevos vasos coroideos en la retina. En un estudio
se cogieron de muestra varios sujetos con DMAE NV y algunos sin patologias para estudiar
pequefios ARN no codificantes, miARN ademas de su importancia en la expresion genética de la
salud y enfermedad y como resultado se identificaron 3 miRNAs en el humor vitreo. Sabiendo
gué secuencia se unen para formar éstos miARN y evitando esta formacion mediante terapias, se

podria modificar el resultado de la enfermedad. (Ménard et al., 2016)

Cuando una persona es diabética decimos que sus niveles de glucosa en sangre se
encuentran elevados y por tanto los productos de glicacion avanzada (AGE) son también
investigados en la Optica por su implicacion en la retinopatia diabética, por lo cual se han
encontrado incrementados en pacientes diabéticos en comparacion con los no diabéticos. Un
grupo de investigadores estudiaron la derivacion del AGE del ““gluceraldehido intravitreo (ACE
glicerol) “” en enfermos de retinopatia diabética de ambos tipos con la finalidad de relacionar los
niveles con la seriedad de la enfermedad y se llegé a la conclusion que los niveles de ACE glicerol
y VEGF se encontraban incrementados en pacientes que tenian ““membrana proliferativa
fibrovascular”” y menos elevada en los no proliferativos y en los que tenian una hemorragia vitrea

simple.(Tamhane et al., 2019)

Otra de las formas en las que se ha estudiado las proteinas del humor vitreo es la

protedmica en diferentes niveles de la enfermedad del ojo hasta llegar a una ““oclusién venosa
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retiniana (RVO) que puede aprovecharse para sacar muchos biomarcadores. Segun el método de
extraccion y de analisis podemos identificar desde 610 proteinas en el liquido vitreo. Ademas,
dependiendo de la enfermedad que tenga el paciente se pueden encontrar diferentes, como por
ejemplo en un paciente con retinopatia diabética proliferativa que encontramos 64 proteinas
Unicas y 212 proteinas mas en aguellos pacientes con IMH. Ademas, se reconocieron otras 52

proteinas reguladas y otras 10 inversas en PDR.(Tamhane et al., 2019)

Una de los tipos de desprendimiento de retina investigados es el regmatogeno asociado

con un desprendimiento coroideo que es uno de los tipos mas complejos y peligrosos.

En un estudio realizado y publicado en la revista espafiola de medicina legal, se investigd
la colaboracién de cuatro biomarcadores séricos (Tropina T, mioglobina, fraccion MB de la
creatincinasa (CK-MB) vy la fraccion N de propéptido natriurético tipo B NT-proBNP)) en el
diagndstico post-mortem de la muerte subita utilizando como medio analitico el humor vitreo
analizando a un total de 40 personas fallecidas. Como resultado la topina T fue indetectable
ademas de la mioglobina que tampoco tuvo una validez, en cambio, la cantidad de NT-proBNP
en el humor acuoso se incrementd en pacientes que murieron por anomalias cardiacas y por ltimo
las cantidades de CK-MB fueron incrementadas, pero sin distincion segln la causa de muerte.
Como el objetivo del trabajo era estudiar el diagnostico post-mortem de muerte subita cardiaca,

el Unico diferenciador es el NT-proBNP en humor acuoso. (Bafion Gonzalez et al., 2008)

A continuacion, presentamos un resumen de los diferentes tipos de biomarcadores

encontrados en el humor vitreo:

Tabla 3. Clasificacion de biomarcadores del humor vitreo.

Biomarcadores Enfermedad ocular Funcion del biomarcador

VEGF DR, PDR, NVG, DM Impulsa la proliferacion de células
endoteliales y la apoptosis y la
permeabilizacion de los vasos

sanguineos

PIGF PDR, NVG Relacionado con la biosintesis de
glicosilfo.
sfatidilinositol

SsVEGFR PDR, AMD, Glaucoma neovascular Esta relacionado con diferentes
procesos como la angiogénesis

PDGF NPDR, PDR Regulador de la proliferacion
celular, migracion, etc.

PEDF PDR, AMD Antiangiogénico

IL-1pB, IL-6, IL-8 y TNF-a PDR, DR, DM, NVG IL-1p: citocina inflamatoria
IL-6: promueve la respuesta de fase
aguda

IL-8: movimiento de neutrdfilos,
basofilos y linfocitos T
TNF-0: Promueve la proliferacion

celular
NGF, BNF, NT-3, NT-4, CNTF, PDR, NPDR NGF: dirige a células por receptores
GNF de la tirosina quinasa

BNF: Induce la sinapsis de las
neuronas
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NT-3: relacionado  con el
movimiento, la proliferacion vy
supervivencia de las neuronas
NT-4: conserva las neuronas
simpéticas sensoriales

CNTF: prevé de la degeneracion de
los axones motores

GNF: conserva las neuronas
dopaminérgicas

TAT RRD, PDR Ajusta coagulacion sanguinea
NO, ET-1 PDR, NPDR NO: sintetiza el dafio de las retinas
diabéticas

ET-1: Aumenta el diametro de los
Vasos sanguineos

Ferritina, proteina C reactiva, DME, PDR Ferritina: fijadora de Fe, limita el
fibrindgeno acceso microbiano

Proteina C reactiva: actuando sobre

microbios

Fibrinégeno: factor de coagulacion
Pentraxin-3 PDR Respuesta a sefiales inflamatorias
NT-proBNP Muerte subita cardiaca Diagnéstico y diferenciacion de

insuficiencia cardiaca

Teniendo en cuenta la condicidn tan invasiva de conseguir una prueba del gel vitreo, es
fundamental que se analicen muchos biomarcadores en una misma cantidad de gel, asi pues, en
los Gltimos afios con nuevos métodos, se ha conseguido ampliar el uso de la muestra de humor
vitreo recogida y, como consecuencia, el entendimiento de las alteraciones del segmento posterior

a través de biomarcadores importantes.
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5. CONCLUSION

En la actual revision bibliografica podemos observar como los biomarcadores se han
utilizado como una importante herramienta tanto para el diagndstico como para saber el nivel de
gravedad de nuestro paciente, asi como para saber la sensibilidad que presenta el paciente a la
respuesta frente a la terapia de las enfermedades y, por ultimo, conocer la fisiopatologia de la
enfermedad.

Mas concretamente en el &mbito ocular, encontramos cuatro medios principales para la
recoleccién de biomarcadores en los que hemos centrado la basgqueda que son la lagrima, el humor
acuoso, la conjuntiva y el humor vitreo. En cada uno de ellos se han realizado diferentes métodos
de toma de muestras. En la lagrima es en el Gnico de estos lugares que podemos encontrar pruebas

adaptadas a la busqueda de biomarcadores admitidas por la FDA.

De las partes oculares que hemos estudiado, la lagrima, el humor acuoso y vitreo
corresponde a liquidos gelificados siendo dificultosa su recoleccion. Aunque ain mas obstaculos
encontramos en los humores acuoso y vitreo teniendo que ser recogidos por unos métodos
altamente invasivos haciendo su investigacién mucho mas limitada puesto que podriamos causar
dafios irreparables en otras partes del ojo del paciente. Asi pues, cuando ya hemos recogido la
muestra debemos maximizar el nimero de biomarcadores que sacamos de ahi aprovechando al

maximo esa muestra.

Como ya sabemos, la lagrima es la primera capa del 0jo y recoger sus muestras no se hace
tan dificil, pero uno de los grandes inconvenientes de su recoleccion es que se puede activar la
lagrima refleja, cambiando la composicién de la lagrima y por tanto que las conclusiones sean
complicadas de exponer. Otro de los inconvenientes a tener en cuenta en la recoleccion lagrimal
es que ésta se puede ver alterada por otros factores como pueden ser las lentes de contacto o el

uso de lagrima artificial.

Por su parte, la conjuntiva, siendo una parte consistente tomar una muestra de ella se
vuelve muy dificil ya que también hay que conservar el estado de las células para buscar
biomarcadores en un lardo periodo de tiempo de incluso dias después de la recoleccion. A pesar
de las dificultades, como ya hemos comentado en los resultados, la mayoria de las muestras se

toman con CI que es una prueba certera y apenas invasiva para el paciente.

En cuanto al proceso global, uno de los problemas que encontramos es que no existe un
método generalizado para recolectar o analizar una muestra. Por ello, los resultados de diferentes

investigaciones pueden variar simplemente por el método escogido, ademés de su
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almacenamiento que también se realiza de diferentes formas. Siendo uno de los procedimientos
mas usados utilizar una muestra para sacar la mayor cantidad de informacion de los

biomarcadores posible.

Por lo tanto, se han facilitado instrumentos para examinar la importancia y el nivel en el
que se encuentra una enfermedad, asi como investigar la respuesta a su tratamiento y decretar la
idoneidad con la perspectiva del analisis clinico llevando como objetivo principal realizar un
plano especifico ideal para cada paciente haciendo que la eficacia del tratamiento sea lo mayor

posible para cada uno de ellos.

Llevando el tema a la actualidad, se han iniciado investigaciones de la identificacion del
Covid-19 a través de la lagrima, haciendo una gran blsqueda para esta enfermedad tan
desconocida. Es por ello que son tan importantes los estudios sobre los biomarcadores para que

nos permitan conocer lo mejor posible una enfermedad y su tratamiento.

A dia de hoy todavia existen limitaciones en la validez y fiabilidad de muchos de los
biomarcadores, pero en un futuro se espera que se minimicen muchas de estas limitaciones y
podamos disponer de biomarcadores validados y con un de bajo coste. Para ello es necesario

seguir investigando.
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LOSARIO

Agujero estenopeico: es un instrumento de diagnostico en optometria y oftalmologia.
Consiste en un oclusor con una abertura muy pequefia en el centro. Al colocarlo en el ojo
del paciente alcanza su mejor agudeza visual si se trata de un error refractivo, en cambio,
si se trata de una patologia la agudeza visual no mejorara.

Espectrometria de masas: es una técnica de analisis que permite determinar la
distribucion de moléculas de una sustancia en funcién de su masa.

Reactividad cruzada: es la reaccidn entre un antigeno y un anticuerpo gue fue generado
contra un antigeno diferente pero similar.

Hexapéptidos: cadena de seis aminoécidos unidos de forma sintética.

Fenotipo: conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como interaccion
especifica entre el genotipo y el medio.

Cambios epigenéticos: son cambios heredables del ADN e histonas que no implican
alteraciones en la secuencia de nucle6tidos y modifican la estructura y condensacion de
la cromatina por lo que afectan a la expresion génica y el fenotipo.

Fluoresceina: se trata de una sustancia colorante organica utilizada en el examen de los
vasos sanguineos del ojo.

Expresion génica: es el proceso mediante el cual todos los organismos transforman
informacién codificada por los &cidos nucléicos en las proteinas necesarias para su
desarrollo, funcionamiento, y reproduccion con otros organismos.

Desgarro reflejo: o también Ilamada lagrima refleja, es un mecanismo de defensa del ojo
gue se produce cuando introducimos o lo tocamos, mediante el cual el organismo genera
lagrima en exceso sin la misma concentracion que la lagrima original para suplir esta
alteracion.

Cromatografia: es un método fisico de separacién para la caracterizacion de mezclas
complejas cuyo objetivo es separar los distintos componentes.

Sindrome de Sjogren: es una enfermedad que afecta las glandulas que producen
humedad en el cuerpo. A menudo causa resequedad en la boca y en los ojos.

VEGF: Proteina sefializadora implicada en la formaci6n del sistema circular embrionario

y en el crecimiento de vvss provenientes de vasos ya existentes.
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IMOS

ADN: &cido desoxirribonucleico.

DMAE: degeneracién macular asociada a la edad.
ARN: &cido ribonucleico.

DED: dried eye disease (0jo seco)

SS: sindrome de Sjogren

GVHD: enfermedad de injerto contra huésped
TAO: tratamiento anticoagulante oral

EGF: factor de crecimiento epidérmico

IC: citologia de impresion

HLA-DR: antigenos leucocitarios humanos
ICAM-1: moléculas de adhesion endotelial
MUC: mucina

ATX: &cido tranexadmico

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
OSSN: ocular surface squamous neoplasia

VIH: virus de inmunodeficiencia humana

OCT: tomografia de coherencia dptica

TERT: telomerasa transcriptasa

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
TNF: factor de necrosis tumoral

TGF: factor de crecimiento transformante

ROS: especies reactivas de oxigeno

TM: tasa mitética

HGF: factor de crecimiento epatico

ELAM: molécula de adhesion endotelial

BNP: péptido natriurético tipo B

ANP: adenosin monofosfato ciclico

SOD: enzima super 6xido dismutasa

POAG: glaucoma primario de angulo abierto
DMAE: degeneracion macular asociada a la edad
EMD: edema macular diabético

TAT: trans-activator of transcription
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