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DESCRIPCION
Biomarcadores para el diagnéstico y el prondstico de trastornos de ectasia corneal
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de métodos moleculares de diagndstico y prondstico para patologias. En particular,
la invencion se refiere a métodos para determinar el diagnostico de una enfermedad ectasica de la cérnea en un
sujeto, para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto, para determinar
el desenlace clinico de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cérnea y para seleccionar un sujeto que
va a tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea basandose en la determinacién de los niveles
de expresion de marcadores de receptores de tipo Toll (TLR) TLR2 y/o TLR4. La invencion también se refiere al uso
de TLR2 y/o TLR4 como marcadores de diagndstico y prondstico para una enfermedad ectasica de la cornea.

Antecedentes de la invencion

La ectasia corneal es una enfermedad progresiva que afecta adversamente a la integridad estructural de la cérnea.
La cornea debilitada presenta un abultamiento, y empieza a desarrollarse astigmatismo irregular incapacitante. El
astigmatismo degrada la visidon y a medida que progresa la enfermedad, se produce cicatrizacion de la cérnea. La
ectasia corneal incluye queratocono, degeneracion marginal pellcida, ectasia tras cirugia refractiva y otras
enfermedades raras tales como queratoglobo. Se han desarrollado nuevas modalidades para el tratamiento de ectasia
corneal, tales como reticulacion de colageno corneal que usa luz UV y riboflavina para reforzar la cérnea y detener la
progresion de la enfermedad. Es deseable detener la progresion de la enfermedad en una fase muy temprana, antes
de que se degrade la visién por astigmatismo irregular o cicatrizacién. La causa mas comun de la ectasia tras cirugia
refractiva que amenaza la vision en esos pacientes es realizar la cirugia refractiva en un paciente con ectasia temprana
que no se detectdé mediante las técnicas de diagndstico actuales convencionales. Esto destaca la necesidad de un
signo especifico y sensible que pueda usarse para detectar esos pacientes de forma temprana para salvarlos de una
complicacioén tan devastadora.

El grosor y la topografia corneal se encuentran entre los criterios de diagndstico actuales de ectasia. Su uso es
complicado por sus variaciones entre las poblaciones generales. El intervalo normal de grosor corneal es amplio, y el
solapamiento entre corneas delgadas normales y pacientes con ectasia temprana complica el uso de este criterio en
el diagnostico de casos tempranos de ectasia. Por tanto, la falta de especificidad es una limitacion significativa del uso
del engrosamiento corneal para el diagnéstico de la ectasia. El uso de la topografia corneal en el diagnéstico de ectasia
comparte las mismas limitaciones que el adelgazamiento corneal. Se observa astigmatismo irregular en sujetos
normales y en pacientes con ectasia que complica su uso para realizar el diagnostico, especialmente en casos leves.

El documento WO 2011/066621 A1 da a conocer el diagndstico de ectasia corneal determinando el nivel de expresion
de SFRP1, PITX2, LEF1, WNT16 o WNT5A.

El documento US 2007/248970 A1 da a conocer un método para detectar queratocono que comprende someter a
ensayo la expresion AQP5.

El documento WO 2013/107826 A2 da a conocer anticuerpos contra TLR2 o TLR4 en un kit para diagnosticar sepsis.
De-Quan Li et al. (De-Quan Li et al. Capitulo 4. Recent Advances in Mucosal Immunology and Ocular Surface
Diseases. En “Advances in Ophthalmology” editado por Shimon Rumelt. IntechOpen, 2012) da a conocer un anticuerpo
contra TLR4 y que los TLR podrian convertirse en nuevos biomarcadores para enfermedades inflamatorias alérgicas.

Micera et al. (Micera et al., 2005. Current Opinion in Allergy and Clinical Immunology, 5(5): 451-458), Li Yingchao et
al. (Li Yingchao et al. 2013. IOVS, 54(6):4261-4270), Xiaoyong Yuan et al. (Xiaoyong Yuan et al. 2010. I0OVS,
51(4):2094-2100), Lambiase et al. (Lambiase et al. 2011. Clinical Science, 161(10):7054-450), Johnson et al. (Johnson
et al. 2005. IOVS, 46(2):589-595) dan a conocer la implicacion de los TLR en enfermedades oculares inflamatorias o
infecciones oculares o alergias.

La orientacion innovadora de la investigacion es necesaria en este contexto para proporcionar biomarcadores para
diagnosticar ectasia corneal en un sujeto asi como para determinar el riesgo de inicio y progresion de dicha
enfermedad.

Breve descripcion de la invencion

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para diagnosticar una enfermedad ectasica de la
cérnea en un sujeto, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y

b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia
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en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que el
sujeto padece una enfermedad ectasica de la cérnea.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad
ectasica de la cornea en un sujeto, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia.

En el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que el
sujeto presenta un alto riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cornea.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar el desenlace clinico de un sujeto que
padece una enfermedad ectasica de la cérnea, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de un
desenlace clinico negativo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para seleccionar un sujeto que va a tratarse con una
terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que dicho
sujeto es candidato a tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cornea.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el diagnéstico de
una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el riesgo de
desarrollar una enfermedad ectasica de la cornea en un sujeto.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el desenlace clinico
de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cornea.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para seleccionar un sujeto que va a
tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un kit que comprende un anticuerpo, un polipéptido, un cebador y/o
una sonda que se enlaza especificamente a TLR2 y/o TLR4 para determinar el diagndstico de una enfermedad
ectasica de la cornea en un sujeto, para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cérnea en
un sujeto, para determinar el desenlace clinico de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cornea o para
seleccionar un sujeto que va a tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea.

Finalmente, en otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar el riesgo de que un sujeto
padezca ectasia tras cirugia refractiva que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que dicho
sujeto presenta un alto riesgo de padecer ectasia tras cirugia refractiva.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Mediana [cuartiles] de los niveles de expresion de TLR2 en células corneales por grupos de estudio en la
cohorte A. Se observa un aumento gradual en la expresion de TLR2 en una ectasia corneal como queratocono en

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2764456 T3

comparacion con sujetos control: control < queratocono subclinico < queratocono.

Figura 2: Mediana [cuartiles] de los niveles de expresion de TLR4 en células corneales por grupos de estudio en la
cohorte A. Se observa un aumento gradual en la expresion de TLR4 en una ectasia corneal como queratocono en
comparacion con sujetos control: control < queratocono subclinico < queratocono.

Figura 3: Mediana [cuartiles] de los niveles de expresion de TLR2 en células corneales por grupos de estudio en la
cohorte B. Se observa un aumento gradual en la expresion de TLR2: control < familiares < queratocono. Asimismo,
los pacientes con queratocono (QC) mostraron una expresion mayor de TLR2 en células corneales que los pacientes
con degeneracion marginal pelucida (DMP).

Figura 4: Mediana [cuartiles] de los niveles de expresion de TLR4 en células corneales por grupos de estudio en la
cohorte B. Se observa un aumento gradual en la expresién de TLR4: control < familiares < queratocono. Asimismo,
los pacientes con queratocono (QC) mostraron una expresion mayor de TLR4 en células corneales que los pacientes
con degeneracion marginal pelucida (DMP).

Figura 5: Mediana [cuartiles] de los niveles de expresion de TLR4 en células conjuntivales por grupos de estudio en
la cohorte B. Se observa un aumento gradual en la expresion de TLR4: control < familiares < degeneracion marginal
peltcida. Sin embargo, los pacientes con queratocono (QC) mostraron una expresion similar de TLR4 en células
conjuntivales a la de los pacientes con degeneracion marginal peltcida (DMP).

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores de la presente invencion han descubierto que el proceso de ectasia esta relacionado con la respuesta
de inmunidad. A este respecto, los inventores han mostrado que, inesperadamente, los niveles de expresion de las
proteinas TLR2 y TLR4 estan aumentados en sujetos a los que se les ha diagnosticado una ectasia como queratocono
o degeneracion marginal pelicida. Ademas, los inventores de la presente solicitud de patente han mostrado una
correlacion entre el nivel de expresion aumentado de TLR2 y TLR4 y determinados parametros que estan asociados
con la progresion de dicha enfermedad. Por tanto, esto permite el uso de TLR2 y TLR4 no s6lo como marcadores de
diagndstico de la enfermedad, sino también como marcadores sustitutos para predecir el riesgo de inicio y progresion
de la enfermedad.

Basandose en estos hallazgos, los inventores han desarrollado los métodos de la presente invencion en sus diferentes
realizaciones que se describiran a continuacién en detalle.

Método para diagnosticar ectasia corneal en un sujeto

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para diagnosticar una enfermedad ectasica de la
cérnea en un sujeto, a continuacion en el presente documento, “el primer método de la invencion”, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que el
sujeto padece una enfermedad ectasica de la cornea.

El término “diagndstico” tal como se usa en el presente documento, se refiere tanto al proceso de intentar determinar
y/o identificar una posible enfermedad en un sujeto, es decir el procedimiento de diagndstico, como a la opinion a la
que se llega mediante este proceso, es decir la opinién de diagndstico. Como tal, también puede considerarse como
un intento de clasificacion del estado de un individuo en categorias independientes y diferenciadas que permiten tomar
decisiones médicas sobre el tratamiento y el prondstico a realizar. Como entendera el experto en la técnica, un
diagndstico de este tipo puede no ser correcto para el 100% de los sujetos que han de diagnosticarse, aunque se
prefiere. Sin embargo, el término requiere que pueda identificarse una proporcion estadisticamente significativa de
sujetos que padecen tales patologias (en este caso, ectasia corneal). El experto en la técnica puede determinar si una
parte es estadisticamente significativa usando diferentes herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por
ejemplo, mediante la determinacion de intervalos de confianza, la determinacion del valor de p, la prueba de Student,
la de Mann-Whitney, etc. Intervalos de confianza preferidos son de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el
70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al menos el 95%. Los valores de p son preferiblemente de 0,05, 0,025,
0,001 o menores.

El término “enfermedad ectasica de la cérnea” o “ectasia corneal” tal como se usa en el presente documento, se refiere
a un estado que implica el adelgazamiento progresivo del grosor de la cérnea, que afecta por tanto a la integridad
estructural de la misma dando lugar a una alteracion de la curvatura corneal. La cérnea debilitada presenta un
abultamiento, y empieza a desarrollarse astigmatismo irregular incapacitante. La ectasia corneal incluye queratocono,
(que puede clasificarse en queratocono subclinico y queratocono clinico), degeneracion marginal pelucida,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2764456 T3

queratoglobo y ectasia tras cirugia corneal refractiva.

La curvatura de la cornea puede determinarse por medio de métodos de topografia corneal tales como
videoqueratografia que permite determinar varios parametros relacionados con la curvatura corneal, tales como:

- K1: determina el poder de curvatura del meridiano plano de la superficie anterior de la cérnea medido dentro de la
zona de 3 mm central y expresado en dioptrias (D);

- K2: determina el poder de curvatura del meridiano curvo de la superficie anterior de la cérnea medido dentro de la
zona de 3 mm central y expresado en dioptrias (D);

- Kc: determina el poder didptrico maximo del vértice.

- Km: determina el poder de curvatura medio de la superficie anterior de la cérnea dentro de la zona de 3 mm central
expresado en dioptrias (D);

- Kmax: determina el poder de curvatura maximo de toda la superficie anterior de la cérnea expresado en dioptrias
(D);

- Ubicaciéon mas delgada: determina el area de grosor y la ubicacion del punto mas delgado de la cérnea (um).
- Elevacion corneal posterior (um).

Dichos parametros medidos en sujetos sanos pueden resumirse como: K1 (dioptrias centrales) entre 41,8 y 45,3 D;
K2 entre 42,2 y 45,3 D; elevacion posterior entre 0,024-0,036 um; punto de grosor minimo entre 513,5-567 pm.

En una realizacion particular, el primer método de la invencion se refiere a un método para diagnosticar una
enfermedad ectasica de la cérnea, en el que la enfermedad ectasica de la cornea se selecciona del grupo que consiste
en queratocono subclinico, queratocono clinico, degeneracion marginal pelucida y ectasia corneal tras refraccion.

El término “queratocono” tal como se usa en el presente documento se refiere a una enfermedad progresiva de la
cérnea que produce mala vision, en la que la cérnea adopta una forma conica irregular debido a la alteracion de las
fibras de colageno en su estructura interna. Es bilateral en la mayoria de los casos y su progresion es asimétrica. El
principal sintoma anatémico del queratocono es el adelgazamiento en el area central o paracentral, es decir, la cornea
se vuelve mas delgada a medida que se desarrolla el queratocono, lo que conduce a deterioro de la vision a medida
que progresa el queratocono. El queratocono puede clasificarse segun las directrices videoqueratograficas propuestas
por Rabinowitz & McDonnell, es posible clasificar un ojo como “queratocono subclinico” si el poder corneal central
simulado es mayor de 47,2 D pero menor de 48,7 D, con una asimetria didptrica inferior-superior mayor de 1,4 D, pero
menor de 1,9 D. Los ojos que presentan una curvatura corneal central que supera las 48,7 D, asi como una asimetria
didptrica inferior-superior mayor de 1,9 D pueden clasificarse como “queratocono clinico”; 2) la agudeza visual de lejos
(AVL) del ojo con QC subclinico con valor de 1,0 (sin correccion o con compensacion esférica y/o cilindrica < 1,50 D).

El término “degeneracion marginal pelucida” o “DMP” tal como se usa en el presente documento se refiere a un estado
corneal degenerativo caracterizado por un claro adelgazamiento bilateral en la regién inferior y periférica de la cornea
aunque algunos casos afectan sélo a un ojo. A diferencia del queratocono, normalmente no esta presente dolor en la
degeneracion marginal pelucida, y aparte de la pérdida de vision, ningun sintoma acompana al estado. Sin embargo,
en casos poco frecuentes, DMP puede presentarse con pérdida de vision de aparicion repentina y dolor ocular
insoportable, que se produce si el adelgazamiento de la cornea conduce a perforacion. Normalmente, DMP no se
presenta con vascularizacion de la cérnea, cicatrizacion ni ningin depdsito de lipido.

El término “queratoglobo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un trastorno no inflamatorio
degenerativo del ojo en el que cambios estructurales dentro de la cornea hacen que se vuelva extremadamente
delgada y cambie a una forma mas globular que su curva gradual normal. Provoca adelgazamiento corneal,
principalmente en los margenes, dando como resultado un ojo esférico, ligeramente agrandado.

El término “ectasia tras cirugia corneal refractiva” tal como se usa en el presente documento se refiere a un estado
debido al debilitamiento de la capa interna de la cérnea que se produce durante la cirugia. Da como resultado vision
borrosa y distorsionada debido a un aumento de la miopia y el astigmatismo.

El término “TLR2” o “receptor de tipo Toll 2” tal como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina que
en seres humanos esta codificada por el gen TLR2. TLR2 también se ha designado como CD282 (grupo de
diferenciacion 282). TLR2 es uno de los receptores de tipo Toll y desempefia un papel en el sistema inmunitario. En
particular, la secuencia de la proteina TLR2 humana se proporciona en la entrada NP_003255 de la base de datos del
NCBI (version del 25 de mayo de 2014).

El término “TLR4” o receptor de tipo Toll 2” tal como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina que
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en seres humanos esta codificada por el gen TLR4. TLR4 también se ha designado como CD284 (grupo de
diferenciacion 284). El peso molecular de TLR4 es de aproximadamente 95 kDa. En particular, la secuencia de la
proteina TLR4 humana se proporciona en la entrada NP_003257 de la base de datos del NCBI (version del 25 de
mayo de 2014).

El término “sujeto”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a todos los animales clasificados como
mamiferos e incluye, pero no se restringe a, animales domésticos y de granja, primates y humanos, por ejemplo, seres
humanos, primates no humanos, vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores. Preferiblemente,
el paciente es un ser humano de sexo masculino o femenino de cualquier edad o raza.

En la presente invencion, el término “muestra” o “muestra bioldgica” significa material biolégico aislado del ojo de un
sujeto. La muestra biolégica puede contener cualquier material biolégico adecuado para detectar el biomarcador
deseado y puede comprender material celular y/o acelular del sujeto. En una realizacion preferida, la muestra es
cualquier muestra que contiene células del tejido de la cérnea. En otra realizacion preferida, la muestra es cualquier
muestra que contiene células del tejido de la conjuntiva. La muestra puede aislarse usando cualquier método
convencional conocido en la técnica. En resumen, pueden obtenerse células epiteliales corneales de un sujeto
mediante desbridamiento mecanico usando un raspador corneal estéril, mediante citologia de impresion o mediante
la recogida de células que son muestras de lagrimas en suspension, tales como células epiteliales corneales liberadas
en la pelicula lagrimal al frotar los ojos y recogidas con micropipetas usando técnicas convencionales, o mediante
cualquier otra técnica conocida. Cuando la muestra son células de la conjuntiva del tejido de la conjuntiva, pueden
obtenerse usando técnicas de toma de muestras conocidas tales como tejido del que se toman muestras usando un
micro trépano.

En una realizacion preferida, el primer método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2
en una muestra del sujeto que va a diagnosticarse.

En otra realizacion preferida, el primer método de la invencién comprende determinar el nivel de expresiéon de TLR4
en una muestra del sujeto que va a diagnosticarse.

En otra realizacion preferida, el primer método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y
TLR4 en una muestra del sujeto que va a diagnosticarse.

Tal como se usa en el presente documento, el término “nivel de expresién” se refiere al valor de un parametro que
mide el grado de expresion de un gen especifico o del polipéptido correspondiente. En una realizacién particular, dicho
valor puede determinarse midiendo el nivel de ARNm del gen de interés o un fragmento del mismo o midiendo la
cantidad de proteina codificada por dicho gen de interés o una variante del mismo. Por tanto, en el contexto de la
presente invencion, en una realizacion particular, dicho nivel de expresion comprende determinar el nivel del ARNm
codificado por el gen de TLR2 y/o TLR4 o determinar el nivel de la proteina TLR2 y/o TLR4.

Puede usarse practicamente cualquier método convencional para detectar y cuantificar el nivel de expresion de un
gen dentro del marco de la presente invencion para detectar y cuantificar el nivel de expresion de un gen especifico.
A modo de ilustracion no limitativa, el nivel de expresiéon de un gen puede determinarse por medio de cuantificacion
del nivel de ARNm de dicho gen o por medio de cuantificacion del nivel de proteina codificada por dicho gen. Se
conocen bien métodos para determinar la cantidad de ARNm en el estado de la técnica. Por ejemplo, el acido nucleico
contenido en la muestra, tal como la muestra procedente del ojo del sujeto en estudio, se extrae segun métodos
convencionales, por ejemplo, por medio del uso de enzimas liticas, disoluciones quimicas o resinas fijadoras. El ARNm
extraido puede detectarse mediante hibridacién (por ejemplo, por medio de analisis de transferencia de tipo Northern
o alineamientos de ADN o ARN (microalineamientos) tras convertir el ARNm en ADNc marcado) y/o amplificacion por
medio de una reaccion en cadena enzimatica. En general, se prefieren métodos de amplificacion enzimaticos
cuantitativos o semicuantitativos. La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o RT-PCR en tiempo real
cuantitativa o RT-PCR semicuantitativa es particularmente ventajosa. Se disefian preferiblemente pares de cebadores
para el fin de superponer un intron para distinguir la amplificacion de ADNc de la contaminacién por ADN genémico
(ADNg). Se disefian opcionalmente sondas o cebadores adicionales, que se marcan preferiblemente, por ejemplo con
fluorescencia, que se hibridan especificamente en regiones ubicadas entre dos exones, para el fin de distinguir la
amplificacion de ADNc de la contaminacién por ADNg. Si se desea, pueden disefiarse dichos cebadores de tal manera
que aproximadamente los nucleétidos comprendidos desde el extremo 5" hasta la mitad de la longitud total del cebador
se hibriden con uno de los exones de interés, y aproximadamente los nucleétidos comprendidos desde el extremo 3’
hasta la mitad de la longitud total de dicho cebador se hibriden con el otro exén de interés. Pueden disefiarse facilmente
cebadores adecuados por un experto en la técnica. Otros métodos de amplificacion incluyen la reacciéon en cadena de
la ligasa (LCR), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) y
amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA). La cantidad de ARNm se mide preferiblemente de
manera cuantitativa o de manera semicuantitativa. Puede encontrarse informacion relevante sobre métodos
convencionales para cuantificar el nivel de expresion de un gen, por ejemplo, en Sambrook et al., 2001 [Sambrook, J.,
et al., “Molecular cloning: a Laboratory Manual”, 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., vol. 1-3].

Para normalizar los valores de expresion de un gen entre diferentes muestras, es posible comparar el nivel de ARNm
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del gen de interés (es decir, TLR2 y/o TLR4) en las muestras procedentes del sujeto objeto de estudio con un nivel de
ARN control. Tal como se usa en el presente documento, un “ARN control” es ARN de un gen cuyo nivel de expresion
no difiere dependiendo de si el sujeto padece una enfermedad ectasica de la cérnea o no; un ARN control es
preferiblemente un ARNm derivado de un gen de mantenimiento que codifica para una proteina que se expresa de
manera constitutiva y que lleva a cabo funciones celulares esenciales. Los ejemplos ilustrativos, no limitativos de
genes de mantenimiento para su uso en la presente invencion incluyen GUSB (beta-glucuronidasa), PPIA (peptidil-
prolil isomerasa A), B-2-microglobulina, GAPDH, PSMB4 (subunidad beta del proteasoma tipo 4), ubiquitina, receptor
de transferrina, ARN ribosémico 18-S, ciclofilina, tubulina, B-actina, proteina de activacion de tirosina 3-
monooxigenasal/triptéfano 5-monooxigenasa (YWHAZ), etc. Si se determina el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4
midiendo el nivel de expresion del producto de transcripcion (ARNm) de dicho gen en una muestra del sujeto en
estudio, la muestra puede tratarse para romper fisica 0 mecanicamente la estructura del tejido o la célula con el fin de
liberar los componentes intracelulares en una disoluciéon acuosa u organica para preparar los acidos nucleicos para
su analisis adicional. Se tiene cuidado preferiblemente para impedir la degradacion del ARN durante el proceso de
extraccion.

En una realizacion preferida y particular de la invencion, también es posible que se determine el nivel de expresion de
TLR2 por medio de la determinacion del nivel de expresion de la proteina codificada por el gen de TLR2 o una variante
del mismo, porque también es posible que la expresiéon aumentada de un gen esté acompafnada habitualmente por un
aumento en la cantidad de la proteina correspondiente. El término “variante” tal como se usa en el presente documento,
se refiere a aquellas variantes de TLR2 humano que aparecen de manera natural en otras especies, es decir los
ortdlogos de TLR2. Dichas variantes incluyen, sin limitacion, TLR2 de ratén, que corresponde a la secuencia con
numero de registro NP_036035 con fecha del 25 de mayo de 2014 en la base de datos del NCBI; TLR2 de cerdo, que
corresponde a la secuencia con numero de registro NP_998926 con fecha del 10 de enero de 2014 en la base de
datos del NCBI; TLR2 de macaco, que corresponde a la secuencia con numero de registro NP_001123897 con fecha
del 2 de marzo de 2014 en la base de datos del NCBI; TLR2 de rata, que corresponde a la secuencia con nimero de
registro NP_942064 con fecha del 10 de agosto de 2014 en la base de datos del NCBI.

En otra realizacion preferida y particular de la invencion, se determina el nivel de expresion de TLR4 por medio de la
determinacion del nivel de expresion de la proteina codificada por el gen de TLR4 o una variante del mismo. Dichas
variantes incluyen, sin limitacion, TLR4 de ratén, que corresponde a la secuencia con nimero de registro NP_067272
con fecha del 4 de mayo de 2014 en la base de datos del NCBI; TLR4 de cerdo, que corresponde a la secuencia con
numero de registro NP_001280245 con fecha del 7 de junio de 2014 en la base de datos del NCBI; TLR4 de macaco,
que corresponde a la secuencia con numero de registro NP_001032169 con fecha del 26 de febrero de 2014 en la
base de datos del NCBI; TLR4 de rata, que corresponde a la secuencia con numero de registro NP_062051 con fecha
del 10 de agosto de 2014 en la base de datos del NCBI.

Las variantes naturales de TLR2 y/o TLR4 adecuadas para su uso en la presente invencion también se derivan de
dicha secuencia mediante insercion, sustitucion o delecién de uno o mas aminoacidos e incluyen alelos naturales,
variantes que resultan de procesamiento alternativo y formas truncadas que aparecen de manera natural. El término
“variante” también incluye fragmentos, isoformas y analogos o derivados de TLR2 y/o TLR4. Preferiblemente, variantes
de TLR2 y/o TLR4 son (i) polipéptidos en los que uno o mas residuos de aminoacido se sustituyen por un residuo de
aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente, un residuo de aminoacido conservado) y tal aminoacido
sustituido puede estar codificado o no por el cddigo genético, (ii) polipéptidos en los que hay uno o mas residuos de
aminoacido modificados, por ejemplo, residuos modificados mediante enlaces sustituyentes, (iii) polipéptidos que
resultan del procesamiento alternativo de un ARNm similar, (iv) fragmentos de polipéptido y/o (iv) polipéptidos que
resultan de la fusién de TLR2 y/o TLR4 o el polipéptido definido en los puntos (i) a (iii) con otro polipéptido, tal como
una secuencia lider secretora o una secuencia que esta usandose para purificacion (por ejemplo, cola de His) o para
deteccion (por ejemplo, cola de epitopo Sv5). Los fragmentos incluyen polipéptidos generados a través de corte
proteolitico (incluyendo protedlisis en multiples sitios) de una secuencia original. Las variantes pueden modificarse de
manera postraduccional o quimicamente. Se supone que tales variantes resultan evidentes para los expertos en la
técnica.

Las variantes segun la presente invencion incluyen secuencias de aminoacidos que son similares o idénticas en al
menos el 60%, el 65%, el 70%, el 72%, el 74%, el 76%, el 78%, el 80%, el 90% o el 95% a la secuencia de aminoacidos
original. El grado de identidad entre dos proteinas se determina usando algoritmos informaticos y métodos que se
conocen ampliamente por los expertos en la técnica. La identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina
preferiblemente usando el algoritmo BLASTP [BLASTManual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894,
Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)].

Las proteinas pueden modificarse de manera postraduccional. Por ejemplo, las modificaciones postraduccionales que
se encuentran dentro del alcance de la presente invencion incluyen escision de péptido sefial, glicosilacion, acetilacion,
isoprenilacion, protedlisis miristoilacion, plegamiento de proteinas y procesamiento proteolitico, etc. Adicionalmente,
las proteinas pueden incluir aminoacidos no naturales formados mediante modificacién postraduccional o mediante la
introduccion de aminoacidos no naturales durante la traduccion.

La determinacion de la cantidad de una proteina correspondiente a la expresion de un gen especifico puede realizarse
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usando cualquier método convencional para la deteccion y cuantificacion de proteinas, por ejemplo por medio de un
inmunoensayo, etc. A modo de ilustracion no limitativa, dicha determinacion puede realizarse usando anticuerpos con
la capacidad para unirse especificamente a la proteina que va a determinarse (o fragmentos de la misma con los
determinantes antigénicos) y la posterior cuantificacion de los derivados del complejo antigeno-anticuerpo. Los
anticuerpos pueden ser, por ejemplo, sueros policlonales, sobrenadantes de hibridomas o anticuerpos monoclonales,
fragmentos de anticuerpos, Fv, Fab, Fab’ y F(ab’);, scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos
humanizados, etc. Dichos anticuerpos pueden marcarse (0 no) con un marcador. Los ejemplos ilustrativos, no
limitativos de marcadores que pueden usarse en la presente invencion incluyen isétopos radiactivos, enzimas,
fluoréforos, reactivos quimioluminiscentes, cofactores enzimaticos, sustratos enzimaticos, inhibidores enzimaticos, etc.
Existe una amplia gama de ensayos bien conocidos que pueden usarse en la presente invencion, tales como, por
ejemplo, ensayos basados en técnicas de inmunotransferencia o transferencia de tipo Western, ELISA (ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas), RIA (radioinmunoensayo), EIA (inmunoensayo enzimatico), DAS-ELISA (ELISA
de tipo sandwich de doble anticuerpo), técnicas inmunocitoquimicas o inmunohistoquimicas tales como citometria de
flujo, etc. Otras maneras de detectar y cuantificar la proteina incluyen cromatografia de afinidad, técnicas de ensayo
de unidn a ligandos, inmunoensayo turbidimétrico potenciado por particulas (PETIA) etc.

En una realizacion particular, la determinacion del nivel de expresion de la proteina TLR2 y/o TLR4 se lleva a cabo
mediante inmunohistoquimica o ELISA o alineamiento de proteinas. En una realizacion preferida, se determina el nivel
de expresion de TLR2 y/o TLR4 mediante citometria de flujo. En resumen, la citometria de flujo es una tecnologia
biofisica basada en laser que permite el analisis multiparamétrico simultaneo de las caracteristicas fisicas y quimicas
de hasta miles de particulas por segundo. Se basa en usar marcadores fluorescentes o fluoréforos que se unen
normalmente a un anticuerpo que reconoce una caracteristica diana sobre o en la célula; también pueden unirse a
una entidad quimica con afinidad por la membrana celular u otra estructura celular. Cada fluoréforo tiene una longitud
de onda de excitacion y de emisiébn maximas caracteristicas, y los espectros de emision a menudo se solapan. Por
consiguiente, la combinacion de marcadores que pueden usarse depende de la longitud de onda de la(s) lampara(s)
o el/los laser(es) usado(s) para excitar los fluorocromos y de los detectores disponibles.

Si se desea, para normalizar los valores de expresion de una proteina, es decir TLR2 y/o TLR4, entre diferentes
muestras, es posible comparar el nivel de proteina de la proteina de interés en las muestras procedentes del sujeto
objeto de estudio con un nivel de proteina control. En una realizacién particular, se determina el nivel de expresion de
TLR2 y/o TLR4 en términos absolutos, es decir proporcionando la concentracion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra.
En ofra realizacion particular, se mide el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 con relacién con la cantidad de proteina
total en una muestra.

La segunda etapa del primer método de la invencién comprende comparar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4
obtenido en la primera etapa de dicho método con un valor de referencia. El término “valor de referencia” tal como se
usa en el presente documento, se refiere a un valor de laboratorio usado como referencia para los valores/datos
obtenidos a partir de muestras obtenidas de los sujetos. El valor de referencia (o nivel de referencia) puede ser un
valor absoluto, un valor relativo, un valor que tiene un limite superior y/o inferior, una serie de valores, un valor
promedio, una mediana, un valor medio o un valor expresado mediante referencia a un valor de control o referencia.
Un valor de referencia puede basarse en el valor obtenido a partir de una muestra individual, tal como, por ejemplo,
un valor obtenido a partir de una muestra del sujeto objeto de estudio pero obtenido en un punto en el tiempo anterior.
El valor de referencia puede basarse en un alto nUmero de muestras, tales como los valores obtenidos en una
poblacién de los sujetos del grupo de edad cronoldgica que coincide con la del sujeto objeto de estudio o basarse en
un conjunto de muestras de inclusién o exclusiéon de la muestra que va a analizarse. El valor de referencia puede
basarse en los valores de expresion del marcador que va a compararse obtenidos a partir de muestras de sujetos
sanos que no tienen un estado patolégico o un fenotipo particular. Por ejemplo, el valor de referencia puede basarse
en el nivel de expresion del marcador que va a analizarse obtenido de sujetos que no tienen ectasia corneal,
preferiblemente de sujetos sanos que no padecen ningun traumatismo corneal ni enfermedad cérneo-conjuntival ni
ninguna enfermedad ocular. En una realizacion preferida, el valor de referencia se obtiene a partir de una muestra o
un conjunto de muestras de sujetos sanos o sujetos sin historial previo de ectasia corneal.

El valor de referencia también puede basarse en los valores de expresion del marcador que va a compararse obtenidos
a partir de muestras de sujetos que tienen un fenotipo particular.

Una vez que se ha establecido el valor de referencia, se compara el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra
del sujeto en estudio con el valor de referencia. Como consecuencia de esta comparacion, el nivel de expresion del
marcador de interés (por ejemplo, TLR2 y/o TLR4 en el primer método de la invencion) en la muestra del sujeto puede
ser “mayor que”, “menor que” o “‘igual a” dicho valor de referencia para dicho gen. En el contexto de la presente
invencion, se considera que un nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto es “mayor que” o
“superior a” el valor de referencia para dicho marcador cuando el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra
del sujeto aumenta, por ejemplo, el 5%, el 10%, el 25%, el 50%, el 100% o incluso mas en comparacién con el valor
de referencia para dicho gen, o cuando aumenta, por ejemplo, al menos 1,1 veces, 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10
veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces o incluso mas en
comparacion con el valor de referencia para dicho marcador. En el contexto de la presente invencién, también se
considera que un nivel de expresion del marcador de interés (por ejemplo, TLR2 y/o TLR4 en el primer método de la
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invencion) en la muestra del sujeto es “menor que” el valor de referencia para dicho marcador cuando el nivel de
expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto disminuye, por ejemplo, el 5%, el 10%, el 25%, el 50%, el 75%,
o incluso el 100% en comparacion con el valor de referencia para dicho marcador.

En el contexto de la presente invencion, también se considera que un nivel de expresion del marcador de interés (es
decir, TLR2 y/o TLR4 en el primer método de la invencién) en la muestra del sujeto es “igual a” el valor de referencia
para dicho marcador cuando el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 permanece sustancialmente inalterado con
respecto al valor de referencia; por ejemplo, se considera que el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra
del sujeto en estudio es “igual a” el valor de referencia cuando los niveles difieren en no mas del 0,1%, no mas del
0,2%, no mas del 0,3%, no mas del 0,4%, no mas del 0,5%, no mas del 0,6%, no mas del 0,7%, no mas del 0,8%, no
mas del 0,9%, no mas del 1%, no mas del 2%, no mas del 3%, no mas del 4%, no mas del 5% o no mas del valor
porcentual que es igual al error asociado con el método experimental usado en la determinacion.

Una vez que se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto y el valor
de referencia para dicho marcador, el primer método de la invencion permite determinar si un sujeto padece una
enfermedad ectasica de la cérnea basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor
de referencia.

En una realizacion particular del primer método de la invencion, se tiene como objetivo diagnosticar que un sujeto
padece queratocono subclinico, en cuyo caso el valor de referencia corresponde a los niveles de expresion de TLR2
y/o TLR4 medidos en una muestra de un sujeto procedente de un sujeto sano, preferiblemente de sujetos que no
tienen ectasia corneal, preferiblemente de sujetos sanos que no padecen ningun traumatismo corneal ni enfermedad
cérneo-conjuntival ni ninguna enfermedad ocular. En una realizacion preferida, el valor de referencia se obtiene a partir
de una muestra o un conjunto de muestras de sujetos sanos o sujetos sin historial previo de ectasia corneal. En esta
realizacién particular, una vez que se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la
muestra del sujeto y el valor de referencia para dicho marcador, el primer método de la invencion permite determinar
si un sujeto padece queratocono subclinico basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que
dicho valor de referencia. Tal como se muestra en los ejemplos de la presente solicitud, los valores de TLR2 medidos
mediante citometria de flujo en el tejido de la conjuntiva de sujetos sanos son de aproximadamente 213 (90-295) UAF
(unidades arbitrarias de fluorescencia); los valores de TLR2 medidos mediante citometria de flujo en el tejido corneal
de sujetos sanos son de aproximadamente 185 (113-286) UAF; los valores de TLR4 medidos mediante citometria de
flujo en el tejido de la conjuntiva de sujetos sanos son de aproximadamente 1581 (1281-2265) UAF (unidades
arbitrarias de fluorescencia); los valores de TLR4 medidos mediante citometria de flujo en el tejido corneal de sujetos
sanos son de aproximadamente 1654 (1134-2587) UAF. Por tanto, si se desea, dichos valores pueden usarse como
valor de referencia en la segunda etapa del primer método de la invencion.

En otra realizacion particular, el primer método de la invencion tiene como objetivo diagnosticar que un sujeto padece
queratocono clinico, en cuyo caso el valor de referencia corresponde a los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
medidos en una muestra de un sujeto que padece queratocono subclinico. En esta realizacion particular, una vez que
se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto y el valor de referencia
para dicho marcador, el primer método de la invencién permite determinar si un sujeto padece queratocono clinico
basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia. Tal como se muestra
en los ejemplos de la presente solicitud, los valores de TLR2 medidos mediante citometria de flujo en el tejido de la
conjuntiva de sujetos que padecen queratocono subclinico son de aproximadamente 207 (124-398) UAF; los valores
de TLR2 medidos mediante citometria de flujo en el tejido corneal de sujetos que padecen queratocono subclinico son
de aproximadamente 977 (647-1330) UAF; los valores de TLR4 medidos mediante citometria de flujo en el tejido de
la conjuntiva de sujetos que padecen queratocono subclinico son de aproximadamente 1922 (1574-2778) UAF
(unidades arbitrarias de fluorescencia); los valores de TLR4 medidos mediante citometria de flujo en el tejido corneal
de sujetos que padecen queratocono subclinico son de aproximadamente 2569 (2071-3808) UAF. Por tanto, si se
desea, dichos valores pueden usarse como valor de referencia en la segunda etapa del primer método de la invencion.

En aun ofra realizacion particular, el primer método de la invencion tiene como objetivo diagnosticar que un sujeto
padece degeneracion marginal pellcida, en cuyo caso el valor de referencia corresponde a los niveles de expresion
de TLR2 y/o TLR4 medidos en una muestra de un sujeto sano. En esta realizacién particular, una vez que se realiza
la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto y el valor de referencia para
dicho marcador, el primer método de la invencion permite determinar si un sujeto padece degeneracion marginal
pelicida basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia. Tal como
se muestra en los ejemplos de la presente solicitud, los valores de TLR2 medidos mediante citometria de flujo en el
tejido de la conjuntiva de sujetos sanos son de aproximadamente 733 (560-946) UAF; los valores de TLR2 medidos
mediante citometria de flujo en el tejido corneal de sujetos sanos son de aproximadamente 580 (413-976) UAF; los
valores de TLR4 medidos mediante citometria de flujo en el tejido de la conjuntiva de sujetos sanos son de
aproximadamente 2380 (1781-3283) UAF (unidades arbitrarias de fluorescencia); los valores de TLR4 medidos
mediante citometria de flujo en el tejido corneal de sujetos sanos son de aproximadamente 1572 (949-2353) UAF. Por
tanto, si se desea, dichos valores pueden usarse como valor de referencia en la segunda etapa del primer método de
la invencion. En una realizacion particular, el primer método de la invencion tiene como objetivo diagnosticar que un
sujeto padece degeneracion marginal pelucida si el nivel de expresion de TLR2 en el tejido corneal es mayor que dicho
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valor de referencia.

En otra realizacion particular, el primer método de la invencion tiene como objetivo diagnosticar que un sujeto padece
degeneracion marginal peltcida si el nivel de expresion de TLR4 en el tejido de la conjuntiva es mayor que dicho valor
de referencia, preferiblemente en tejido de la conjuntiva.

En otra realizacion particular, el primer método de la invencién también comprende determinar al menos un parametro
seleccionado de: dioptrias, grosor corneal y elevacion corneal.

El término “dioptria” tal como se usa en el presente documento se refiere a una unidad de poder de aumento de una
lente o sistema de lentes. Debido a que el poder de una lente es proporcional a la unidad (uno) dividido entre la longitud
focal, el poder de una lente en dioptrias es numéricamente igual a 1 m dividido entre la longitud focal en metros. Los
signos algebraicos del poder de aumento indican si la lente hace que un haz estrecho incidente de rayos de luz
paralelos converja o diverja. Por tanto, una lente divergente que tiene una longitud focal de 1 m tiene un poder de -1
dioptria. La dioptria también puede usarse como medicion de la curvatura igual a la inversa del radio medido en metros.

Método para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar el riesgo de desarrollar una
enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto, a continuacion en el presente documento, “el segundo método de la
invencion” que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que el
sujeto presenta un alto riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cornea.

La expresion “determinar el riesgo” o “prediccion del riesgo”, o similar, tal como se usa en el presente documento, es
sinénimo de la expresion “evaluar el riesgo” o “evaluacion del riesgo”, significa que la presente invencion hace que
sea posible predecir, estimar o evaluar el riesgo de que un sujeto desarrolle una enfermedad ectasica de la cornea.
La prediccion del riesgo implica generalmente que el riesgo o bien aumenta o bien se reduce. Tal como entenderan
los expertos en la técnica, la prediccion (o el riesgo), aunque se prefiere, no es necesario que sea correcta para el
100% de los pacientes que padecen enfermedades ectasicas de la cornea evaluados. Sin embargo, el término requiere
que una parte estadisticamente significativa de los sujetos puedan ser identificados como que tienen una probabilidad
aumentada de tener una enfermedad ectasica de la cornea. Puede determinarse si un sujeto es estadisticamente
significativo sin mas preambulos por el experto en la técnica usando diversas herramientas de evaluacion estadistica
bien conocidas, por ejemplo, la determinacion de intervalos de confianza, la determinacién del valor de p, la prueba
de la t de Student, la de Mann-Whitney, etc. Pueden encontrarse detalles en Dowdy y Wearden, Statistics for Research,
John Wiley & Sons, Nueva York 1983. Intervalos de confianza preferidos son de al menos el 50%, al menos el 60%,
al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% al menos el 95%. Los valores de p son preferiblemente de 0,05,
0,025, 0,001, 0,0001 o menores.

El segundo método de la invencién comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de
dicho sujeto.

En una realizacion preferida, el segundo método de la invencién comprende determinar el nivel de expresion de TLR2
en una muestra del sujeto en estudio.

En ofra realizacion preferida, el segundo método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR4
en una muestra del sujeto en estudio.

En ofra realizacion preferida, el segundo método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2
y TLR4 en una muestra del sujeto en estudio.

Los términos “sujeto”, “muestra” y “enfermedad ectasica de la cornea” se han definido previamente en el contexto del
primer método de la invencién y son igualmente aplicables al segundo método de la invencion.

En una realizacion particular, la muestra de dicho sujeto se selecciona de tejido conjuntival y corneal. Se han detallado
métodos para obtener muestras de tejidos conjuntivales y corneales en el primer método de la invencion.

En otra realizacién particular, la enfermedad ectasica se selecciona de queratocono subclinico, queratocono clinico,
degeneracion marginal pellcida, queratoglobo y ectasia tras cirugia corneal refractiva. Los términos “queratocono
subclinico”, “queratocono clinico”, “degeneracién marginal pelucida”, “queratoglobo” y “ectasia tras cirugia corneal
refractiva” se han definido previamente.
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Los términos “TLR2”, “TLR4” y “nivel de expresion” se han definido previamente. En una realizacién particular, dicho
nivel de expresion comprende determinar el nivel de ARNm codificado por el gen de TLR2 y/o TLR4 o determinar el
nivel de la proteina TLR2 y/o TLR4. Se han detallado métodos para determinar los niveles de expresion de TLR2 y/o
TLR2 en el contexto del primer método de la invencion y son igualmente aplicables al segundo método de la invencion.

En una realizacion particular, la determinacion del nivel de expresion de la proteina TLR2 y/o TLR4 se lleva a cabo
mediante inmunohistoquimica o ELISA o alineamiento de proteinas. En una realizacion preferida, se determina el nivel
de expresion de TLR2 y/o TLR4 mediante citometria de flujo.

La segunda etapa del segundo método de la invencién comprende comparar los niveles de expresion de TLR2 y/o
TLR4 con un valor de referencia. El término “valor de referencia” se ha definido previamente en el contexto del primer
método de la invencion.

Una vez que se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto en
estudio y el valor de referencia, el segundo método de la invencién permite determinar si un sujeto presenta un alto
riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cornea basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4

» o«

es mayor que dicho valor de referencia. Los términos “mayor que”, “menor que” e “igual a” se han definido previamente.

En una realizacion particular, el segundo método de la invencién tiene como objetivo determinar el riesgo de desarrollar
una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto al que se le ha diagnosticado previamente que tiene un defecto
refractivo.

El término “defecto refractivo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un error en el enfoque de luz por
el ojo sobre la retina. Los defectos refractivos incluyen:

- miopia que se refiere a un defecto refractivo en el ojo en el que rayos paralelos de luz desde una distancia convergen
en un punto focal ubicado delante de la retina en vez de en la propia retina, como se produciria normalmente;

- astigmatismo que se refiere a un defecto ocular que se caracteriza por una refraccion diferente entre dos meridianos
del ojo, que impide enfocar claramente objetos y se debe generalmente a una alteracion en la curvatura delantera de
la coérnea;

- hiperopia (o hipermetropia) que es un defecto de la vision provocado por una imperfeccion del ojo (a menudo cuando
el globo ocular es demasiado corto o el cristalino no puede volverse lo suficientemente redondo), provocando dificultad
al enfocar objetos cercanos;

- presbicia que es un estado asociado con el envejecimiento en el que el ojo presenta una capacidad disminuida
progresivamente para enfocar objetos cercanos.

En una realizacion preferida, al sujeto se le ha diagnosticado previamente que tiene queratocono subclinico (el poder
corneal central simulado es mayor de 47,2 D pero menor de 48,7 D, con una asimetria didptrica inferior-superior mayor
de 1,4 D, pero menor de 1,9 D).

En otra realizacion particular de la invencion, el sujeto en estudio ha desarrollado una patologia ocular previa
seleccionada de: picor ocular, frotamiento ocular, signos biomicroscoépicos e hiperemia conjuntival.

El término “picor ocular” tal como se usa en el presente documento se refiere a prurito ocular que puede estar
provocado por queratoconjuntivitis atdpica, queratoconjuntivitis primaveral conjuntivitis alérgica y dermatitis atopica
entre otros. Otras causas incluyen sindrome de sequedad ocular, disfuncion de las glandulas de Meibomio, blefaritis,
conjuntivitis inducida por lentes de contacto, conjuntivitis papilar gigante y dermatoblefaritis de contacto.

El término “signos biomicroscopicos” tal como se usa en el presente documento, se refiere a anomalias en las areas
en la parte delantera del ojo, incluyendo los parpados, la conjuntiva, el iris, el cristalino, la esclerética y la cornea.
También pueden observarse la retina y el nervio optico.

El término “hiperemia conjuntival” tal como se usa en el presente documento se refiere a una congestion de los vasos
sanguineos en la conjuntiva debido a una reaccién de inflamacion.

Método para determinar el desenlace clinico de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cérnea

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar el desenlace clinico de un sujeto que
padece una enfermedad ectasica de la cérnea, a continuacion en el presente documento, “el tercer método de la
invencion” que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
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b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de un
desenlace clinico negativo.

El término “determinar el desenlace” o “predecir el desenlace”, se usa en el presente documento para referirse a la
posibilidad de que un paciente tenga un desenlace clinico particular, ya sea positivo o negativo. Los métodos
predictivos de la presente invencion pueden usarse clinicamente para tomar decisiones de tratamiento mediante la
eleccion de las modalidades de tratamiento mas apropiadas para cualquier paciente particular. Los métodos
predictivos de la presente invencion son herramientas valiosas en la prediccion de si es probable que un paciente
responda favorablemente a un régimen de tratamiento, tal como cirugia refractiva. La prediccion puede incluir factores
de prondstico.

Tal como entenderan los expertos en la técnica, la prediccion, aunque se prefiere, no es necesario que sea correcta
para el 100% de los sujetos evaluados. Sin embargo, el término requiere que una parte estadisticamente significativa
de sujetos puedan ser identificados como que tienen una probabilidad aumentada de tener un desenlace determinado.
Puede determinarse si un sujeto es estadisticamente significativo sin mas preambulos por el experto en la técnica
usando diversas herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo, determinacion de intervalos de
confianza, determinacion del valor de p, indices de clasificacion con validacion cruzada y similares, etc. Se encuentran
detalles en Dowdy y Wearden, Statistics for Research, John Wiley & Sons, Nueva York 1983. Intervalos de confianza
preferidos son de al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90% o al menos
el 95%. Los valores de p son, preferiblemente, de 0,01, 0,005 o menores.

El tercer método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de
dicho sujeto.

En una realizacién preferida, el tercer método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 en
una muestra del sujeto en estudio.

En otra realizacion preferida, el tercer método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR4
en una muestra del sujeto en estudio.

En otra realizacion preferida, el tercer método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y
TLR4 en una muestra del sujeto en estudio.

La primera etapa del tercer método de la invencién comprende determinar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
en una muestra para el sujeto en estudio.

Los términos “sujeto”, “muestra” y “enfermedad ectasica de la cornea” se han definido previamente en el contexto del
primer método de la invencion y son igualmente aplicables al tercer método de la invencion.

En una realizacion particular, la muestra de dicho sujeto se selecciona de tejido conjuntival y corneal. Se han detallado
métodos para obtener muestras de tejidos conjuntivales y corneales en el primer método de la invencion.

En otra realizacién particular, la enfermedad ectasica se selecciona de queratocono subclinico, queratocono clinico,
degeneracion marginal pellcida, queratoglobo y ectasia tras cirugia corneal refractiva. Los términos “queratocono

subclinico”, “queratocono clinico”, “degeneracién marginal pelucida”, “queratoglobo” y “ectasia tras cirugia corneal
refractiva” se han definido previamente.

Los términos “TLR2”, “TLR4” y “nivel de expresion” se han definido previamente. En una realizacién particular, dicho
nivel de expresion comprende determinar el nivel de ARNm codificado por el gen de TLR2 y/o TLR4 o determinar el
nivel de la proteina TLR2 y/o TLR4. Se han detallado métodos para determinar los niveles de expresion de TLR2 y/o
TLR2 en el contexto del primer método de la invencion y son igualmente aplicables al tercer método de la invencion.

En una realizacion particular, la determinacion del nivel de expresion de la proteina TLR2 y/o TLR4 se lleva a cabo
mediante inmunohistoquimica o ELISA o alineamiento de proteinas. En una realizacion preferida, se determina el nivel
de expresion de TLR2 y/o TLR4 mediante citometria de flujo.

La segunda etapa del tercer método de la invencion comprende comparar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
con un valor de referencia. El término “valor de referencia” se ha definido previamente. En una realizacién particular,
dicho valor de referencia se obtiene a partir de una muestra o un conjunto de muestras de sujetos sanos o sujetos sin
historial previo de ectasia corneal.

En ofra realizacion particular, dicho valor de referencia se refiere a los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una
muestra de dicho sujeto obtenida en un punto de tiempo anterior. Por tanto, segun el tercer método de la invencion,
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los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4 determinados en una muestra de un sujeto que padece una enfermedad
ectasica de la cérnea obtenida por primera vez se comparan con los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
determinados en una muestra de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cérnea obtenida en un segundo
periodo de tiempo. La muestra del segundo sujeto puede tomarse en cualquier momento tras el primer periodo de
tiempo, por ejemplo, un dia, una semana, un mes, dos meses, tres meses, seis meses 1 afo, 2 afos, 5 afos, 10 afios
0 mas tras la muestra del primer sujeto.

En ultimo lugar, el sujeto se clasifica entonces como que tiene un desenlace negativo si el nivel de expresion de TLR2
y/o TLR4 es mayor que dichos niveles de expresion en la muestra de referencia.

El término “desenlace positivo” en relacion con enfermedad ectasica de la cornea significa que la degeneracion de la
cérnea no avanza. Dicho término también abarca una disminucioén en la tasa de degeneracion de la cornea.

El término “desenlace negativo” en relacion con enfermedad ectasica de la cornea significa que la degeneracion de la
cérnea progresa.

Método para seleccionar un sujeto que va a tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para seleccionar un sujeto que va a tratarse con una
terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea, a continuacién en el presente documento, “el cuarto método de la
invencion” que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que dicho
sujeto es candidato a tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cornea.

La expresion “seleccionar un sujeto para una terapia”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la
identificacion de un sujeto para una terapia disefiada para curar una enfermedad o paliar los sintomas asociados con
una o mas enfermedades o estados. En el caso particular de terapia para enfermedad ectasica de la cérnea, se
entiende cualquier terapia que suprima, retarde o reduzca los sintomas asociados con ectasia corneal. Las terapias
adecuadas que pueden usarse segun la invencidon para tratar enfermedades ectasicas de la cérnea incluyen
reticulacion corneal, anillos intracorneales y cirugia refractiva.

La reticulacion corneal es una técnica que usa luz ultravioleta o luz en el espectro del azul y un fotosensibilizador para
fortalecer los enlaces quimicos en la cornea y aumentar de ese modo la rigidez corneal.

Los anillos corneales intraestromales o anillos intracorneales son pequefios dispositivos implantados en el ojo para
corregir la vision. Una correccion de la vision tipica usando anillos corneales implicaria que un oftalmélogo practicase
una pequefia incision en la cérnea del ojo e insertase dos segmentos de anillos de forma semicircular o de media luna
entre las capas del estroma corneal, uno a cada lado de la pupila. La inclusién de los anillos en la cérnea tiene el
efecto de aplanar la cornea y cambiar la refraccion de la luz que pasa a través de la cornea en su camino al interior
del ojo.

La cirugia ocular refractiva se usa para mejorar el estado refractivo del ojo y disminuir o eliminar la dependencia de
gafas o lentes de contacto. Esto puede incluir diversos métodos de remodelacion quirdrgica de la cérnea. Los métodos
mas comunes hoy en dia, tales como queratoplastia lamelar automatizada (ALK), queratomileusis in situ asistida por
laser (LASIK) o ReLEXx, usan laseres de excimeros para volver a conformar la curvatura de la cornea.

El cuarto método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de
dicho sujeto.

En una realizacién preferida, el cuarto método de la invencion comprende determinar el nivel de expresion de TLR2
en una muestra del sujeto en estudio.

En otra realizacién preferida, el cuarto método de la invencidon comprende determinar el nivel de expresiéon de TLR4
en una muestra del sujeto en estudio.

En otra realizacion preferida, el cuarto método de la invencién comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y
TLR4 en una muestra del sujeto en estudio.

La primera etapa del cuarto método de la invencion comprende determinar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
en una muestra para el sujeto en estudio.
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Los términos “sujeto”, “muestra” y “enfermedad ectasica de la cornea” se han definido previamente en el contexto del
primer método de la invencion y son igualmente aplicables al cuarto método de la invencion.

En una realizacion particular, la muestra de dicho sujeto se selecciona de tejido conjuntival y corneal. Se han detallado
métodos para obtener muestras de tejidos conjuntivales y corneales en el primer método de la invencion.

En otra realizacién particular, la enfermedad ectasica se selecciona de queratocono subclinico, queratocono clinico,
degeneracion marginal pellcida, queratoglobo y ectasia tras cirugia corneal refractiva. Los términos “queratocono

subclinico”, “queratocono clinico”, “degeneracién marginal pelucida”, “queratoglobo” y “ectasia tras cirugia corneal
refractiva” se han definido previamente.

Los términos “TLR2”, “TLR4” y “nivel de expresion” se han definido previamente. En una realizacién particular, dicho
nivel de expresion comprende determinar el nivel de ARNm codificado por el gen de TLR2 y/o TLR4 o determinar el
nivel de la proteina TLR2 y/o TLR4. Se han detallado métodos para determinar los niveles de expresiéon de TLR2 y/o
TLR2 en el contexto del primer método de la invencion y son igualmente aplicables al tercer método de la invencion.

En una realizacion particular, la determinacion del nivel de expresion de la proteina TLR2 y/o TLR4 se lleva a cabo
mediante inmunohistoquimica o ELISA o alineamiento de proteinas. En una realizacion preferida, se determina el nivel
de expresion de TLR2 y/o TLR4 mediante citometria de flujo.

La segunda etapa del cuarto método de la invencion comprende comparar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
con un valor de referencia. El término “valor de referencia” se ha definido previamente. En una realizacién particular,
dicho valor de referencia se obtiene a partir de una muestra o un conjunto de muestras de sujetos sanos o sujetos sin
historial previo de ectasia corneal.

Una vez que se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto en
estudio y el valor de referencia, el cuarto método de la invencién permite seleccionar un sujeto que va a tratarse con
una terapia para una enfermedad ectasica de la cornea basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es

» oo«

mayor que dicho valor de referencia. Los términos “mayor que”, “menor que” e “igual a” se han definido previamente.

Método para seleccionar una cirugia refractiva como terapia para un sujeto que padece un defecto refractivo

También se da a conocer un método in vitro para determinar si un sujeto que padece un defecto refractivo es un
candidato a una terapia de cirugia refractiva, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresiéon con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que dicho
sujeto no es candidato a tratarse con una cirugia refractiva para dicho defecto refractivo.

Preferiblemente, este método comprende determinar el nivel de expresion de TLR2 y TLR4 en una muestra del sujeto
en estudio.

El término “cirugia refractiva” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier cirugia ocular usada
para mejorar el estado refractivo del ojo basandose en la remodelacion de la curvatura de la cornea.

La primera etapa de este método comprende determinar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra
para el sujeto en estudio.

Los términos “sujeto”, “muestra” y “defecto refractivo” se han definido previamente en el contexto del primer método
de la invencion y son igualmente aplicables a este método.

Particularmente, la muestra de dicho sujeto se selecciona de tejido conjuntival y corneal. Se han detallado métodos
para obtener muestras de tejidos conjuntivales y corneales en el primer método de la invencion.

Particularmente, la determinacion del nivel de expresion de la proteina TLR2 y/o TLR4 se lleva a cabo mediante
inmunohistoquimica o ELISA o alineamiento de proteinas. Preferiblemente, se determina el nivel de expresién de
TLR2 y/o TLR4 mediante citometria de flujo.

La segunda etapa de este método comprende comparar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4 con un valor de
referencia. El término “valor de referencia” se ha definido previamente.

Una vez que se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto en
estudio y el valor de referencia, este método permite seleccionar un sujeto que va a tratarse con una terapia para una
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enfermedad ectasica de la cornea basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor

de referencia. Los términos “mayor que”, “menor que” e “igual a” se han definido previamente.

Usos de la invencion

En un sexto aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el diagndstico
de una enfermedad ectasica de la cornea.

En un séptimo aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el riesgo de
desarrollar una enfermedad ectasica de la cornea en un sujeto.

En un octavo aspecto, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el desenlace
clinico de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cornea.

Finalmente, la invencion se refiere al uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para seleccionar un sujeto que va a
tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea.

Los términos “TLR2”, “TLR4”, “diagndstico”, “determinar el riesgo”, “determinar el desenlace clinico”, “seleccionar un
sujeto que va a tratarse con terapia”, “enfermedad ectasica de la cérnea” y sus detalles y realizaciones preferidas se
han definido previamente en el contexto del primer, segundo, tercer y cuarto métodos de la invencion y son igualmente

aplicables a los usos de la invencion.

Método para determinar el riesgo de que un paciente padezca ectasia tras cirugia refractiva

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar el riesgo de que un paciente padezca
ectasia tras cirugia refractiva, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de que dicho
sujeto muestra un alto riesgo de padecer ectasia tras cirugia refractiva.

En una realizacion preferida, el método de la invencién comprende determinar el nivel de expresién de TLR2 y TLR4
en una muestra del sujeto en estudio.

El término “cirugia refractiva” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier cirugia ocular usada
para mejorar el estado refractivo del ojo basandose en la remodelacion de la curvatura de la cornea.

La primera etapa del quinto método de la invencion comprende determinar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
en una muestra para el sujeto en estudio.

Los términos “sujeto”, “muestra” y “defecto refractivo” se han definido previamente en el contexto del primer método
de la invencion y son igualmente aplicables al quinto método de la invencion.

En una realizacion particular, la muestra de dicho sujeto se selecciona de tejido conjuntival y corneal. Se han detallado
métodos para obtener muestras de tejidos conjuntivales y corneales en el primer método de la invencion.

En una realizacion particular, la determinacion del nivel de expresion de la proteina TLR2 y/o TLR4 se lleva a cabo
mediante inmunohistoquimica o ELISA o alineamiento de proteinas. En una realizacion preferida, se determina el nivel
de expresion de TLR2 y/o TLR4 mediante citometria de flujo.

La segunda etapa del quinto método de la invencién comprende comparar los niveles de expresion de TLR2 y/o TLR4
con un valor de referencia. El término “valor de referencia” se ha definido previamente.

Una vez que se realiza la comparacion entre el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en la muestra del sujeto en
estudio y el valor de referencia, el cuarto método de la invencién permite seleccionar un sujeto que va a tratarse con
una terapia para una enfermedad ectasica de la cornea basandose en si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es

» oo«

mayor que dicho valor de referencia. Los términos “mayor que”, “menor que” e “igual a” se han definido previamente.

*kk

Se proporciona el siguiente ejemplo como meramente ilustrativo y no ha de interpretarse como limitativo del alcance
de la invencion.
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Ejemplos

Materiales y Métodos

Se han incluido 2 cohortes de pacientes diferentes:

1) En una cohorte A se han incluido pacientes con QC unilateral y sujetos control con el fin de someter a prueba si la
expresion de TLR2 y TLR4 en células del epitelio corneal y la conjuntiva bulbar de pacientes con QC patoldgica o
clinica es mayor que en QC subclinica y mayor que en muestras de sujetos control.

2) En una cohorte B se han incluido pacientes con QC bilateral, familiares de pacientes, pacientes con DMP y sujetos
control con el fin de someter a prueba si la expresion de TLR2 y TLR4 en células del epitelio corneal y la conjuntiva
bulbar de pacientes con QC patolégica o clinica es mayor que en sus familiares, y mayor que en muestras de sujetos
control. Asimismo, se someti6 a prueba si la expresion de TLR2 y TLR4 en células del epitelio corneal y la conjuntiva
bulbar de pacientes con DMP es mayor que en sujetos control.

Pacientes y sujetos control en la cohorte A

Se ha disefiado un estudio prospectivo, transversal en el que se incluyeron 50 pacientes con QC unilateral (50 ojos
con QC y 50 con QC subclinico) y 19 sujetos control (38 ojos). Se seleccionaron los pacientes con QC unilateral (64%
de hombres; edad media, 33,3 + 9,5 afos) de una base de datos de pacientes con QC en el Servizo Galego de Saude,
Complexo Hospitalario de Santiago de Compostela, Espafia. Se estudiaron los dos ojos de cada paciente o sujeto
control. Se pidié a los pacientes que no se pusieran sus lentes de contacto durante una semana antes del estudio. Los
sujetos control (45,9% de hombres; edad media, 28,5 + 4,7 afios) no tenian un historial previo de QC o frotamiento
ocular, y tampoco alteraciones topograficas. Se cité expresamente a todos los pacientes y sujetos control para los
fines de este estudio, y se realizaron todos los examenes por el mismo investigador. Los datos recopilados incluyeron
el sexo, la edad, el historial ocular del paciente, el historial médico (alergia, frotamiento ocular) y el historial de QC. Se
llevd a cabo esta investigacion segun la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (2008) y fue
aprobada por el Comité Etico de Investigacién en el Servizo Galego de Satde. Se obtuvo el consentimiento informado
de cada paciente o sujeto control tras una explicacion completa de los procedimientos.

Los criterios de inclusién fueron: 1) pacientes con QC asimétrico (1 ojo con QC y 1 ojo con QC subclinico). Se usé el
criterio de Rabinowitz/McDonnell para el diagndstico de QC (Rabinowitz Y.S. Keratoconus. Surv Ophthalmol. 1998;
42:297-319). Segun las directrices videoqueratograficas propuestas por Rabinowitz & McDonnell, es posible clasificar
un ojo como con queratocono subclinico si el poder corneal central simulado es mayor de 47,2 D pero menor de 48,7
D, con una asimetria didptrica inferior-superior mayor de 1,4 D, pero menor de 1,9 D. Los ojos que presentan una
curvatura corneal central que supera las 48,7 D, asi como una asimetria didptrica inferior-superior mayor de 1,9 D
pueden clasificarse como “queratocono verdadero”; 2) la agudeza visual de lejos (AVL) del ojo con QC subclinico con
un valor de 1,0 (sin correccién o con compensacion esférica y/o cilindrica < 1,50 D).

Los criterios de exclusion incluyeron: 1) intervencion quirdrgica previa en el segmento anterior, o traumatismo corneal
en la infancia o enfermedad cérneo-conjuntival; 2) existencia de inflamacion activa o sistémica, o enfermedad ocular,
o tratamiento actual con farmacos antiinflamatorios sistémicos o locales; 3) enfermedades hepaticas, renales,
hematoldgicas e inmunoldgicas, trastornos de la funcion tiroidea, diabetes no controlada, infecciones en los dias que
precedieron a la recogida de la muestra y tumores sélidos; ya que pueden interferir con los resultados del estudio de
marcadores moleculares de inmunidad innata.

Pacientes y sujetos control en la cohorte B

Se ha disefiado un estudio prospectivo, transversal en el que se incluyeron 53 pacientes con QC bilateral (106 ojos
con QC), 24 familiares (48 ojos), 13 pacientes con DMP (26 ojos) y 34 sujetos control (68 ojos). Se seleccionaron los
pacientes con QC bilateral (56% de hombres; edad media, 33,3 + 8,4 afios) y los pacientes con DMP (69% de hombres;
edad media, 47,7 + 8,9 afios) de una base de datos de pacientes con enfermedad ectasica de la cornea en el Servizo
Galego de Saude, Complexo Hospitalario de Santiago de Compostela, Espafia. Los familiares (52% de hombres; edad
media 26,7 + 9,9 afios) tenian un historial familiar de QC, pero sin alteraciones topograficas. Los sujetos control (41%
de hombres; edad media, 30,5 + 9,6 afios) no tenian un historial familiar de QC o frotamiento ocular, y tampoco
alteraciones topograficas. Se estudiaron los dos ojos de cada paciente con QC o DMP, familiar o sujeto control. Se
pidio a los pacientes, familiares y sujetos control que no se pusieran sus lentes de contacto durante una semana antes
del estudio. Se cit6 expresamente a todos los pacientes y sujetos control para los fines de este estudio, y se realizaron
todos los examenes por el mismo investigador. Los datos recopilados incluyeron el , la edad, el historial ocular del
paciente, el historial médico (alergia, frotamiento ocular) y el historial familiar de QC. Se llevo a cabo esta investigacion
segun la Declaracién de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (2008) y fue aprobada por el Comité Etico de
Investigacion en el Servizo Galego de Saude. Se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente o sujeto control
tras una explicacion completa de los procedimientos.
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Los criterios de inclusion fueron: 1) pacientes con QC bilateral (2 ojos con QC). Se uso6 el criterio de
Rabinowitz/McDonnell para el diagnéstico de QC (Rabinowitz Y.S. Keratoconus. Surv Ophthalmol. 1998; 42:297-319).
Segun las directrices videoqueratograficas propuestas por Rabinowitz & McDonnell, es posible clasificar un ojo como
con queratocono subclinico si el poder corneal central simulado es mayor de 47,2 D pero menor de 48,7 D, con una
asimetria dioptrica inferior-superior mayor de 1,4 D, pero menor de 1,9 D. Los ojos que presentan una curvatura corneal
central que supera las 48,7 D, asi como una asimetria dioptrica inferior-superior mayor de 1,9 D pueden clasificarse
como “queratocono verdadero”; 2) la agudeza visual de lejos (AVL) del ojo con QC subclinico con un valor de 1,0 (sin
correccion o con compensacion esférica y/o cilindrica < 1,50 D). 2) Pacientes con DMP (2 ojos con QC). Se considerd
la DMP cuando se identificé un aplanamiento corneal central marcado a lo largo del eje vertical con astigmatismo
contra la regla grave y elevacion marcada de la cérnea periférica inferior y muestra de manera tipica un patrén en
pinza de cangrejo. 3) Familiares: familiares de primer grado de pacientes con trastornos ectasicos (DMP o QC) pero
sin alteraciones topograficas.

Los criterios de exclusion incluyeron: 1) intervencion quirdrgica previa en el segmento anterior, o traumatismo corneal
en la infancia o enfermedad cérneo-conjuntival; 2) existencia de inflamacion activa o sistémica, o enfermedad ocular,
o tratamiento en curso con farmacos antiinflamatorios sistémicos o locales; 3) enfermedades hepaticas, renales,
hematoldgicas e inmunolégicas, trastornos de la funcion tiroidea, diabetes no controlada, infecciones en los dias que
precedieron a la recogida de la muestra y tumores sélidos; ya que pueden interferir con los resultados del estudio de
marcadores moleculares de inmunidad innata.

Variables clinicas

- Variables epidemiolégicas: edad, sexo, afio del diagndstico de QC, historial personal y familiar,

- Variables terapéuticas: antihistaminicos, antiinflamatorios sistémicos o locales o antibiéticos.

- Variables asociadas con QC: picor ocular y su intensidad, frotamiento ocular y su intensidad, AVL y AVP con y sin
correccion optica, signos biomicroscopicos, escala de hiperemia conjuntival, prueba de Schirmer, uso de lentes de

contacto.

- Variables topograficas: PDC (simK), Kmax, Kmin, K1, K2, Ka, Dk, MPD y distancia al centro. Clasificacion de
Krumeich y clasificacion de CLEK para el grado de QC. Valores aberrométricos y elevacion.

Grupos de estudio

Para analisis comparativo, se han definido los siguientes grupos:
Cohorte A

Grupo 1: controles sin alteraciones topograficas.

Grupo 2: QC subclinico.

Grupo 3: QC.

Cohorte B:

Grupo 1: controles sin alteraciones topograficas.

Grupo 2: QC bilateral.

Grupo 3: DMP.

Grupo 4: familiares sin alteraciones topograficas.

Se establecieron estos grupos para determinar el valor predictivo de TLR como biomarcador de riesgo para el inicio o
la progresion de QC o DMP.

Instrumentacién
Los instrumentos de examen basicos fueron un biomicroscopio Topcon, una columna de refraccién Topcon y la prueba

alfabética de agudeza visual de Snellen. Como instrumentos de examen especificos se usaron un sistema TOPCON
CA-100 (Topcon Medical Systems, Inc., NJ, EE.UU.) y un topégrafo corneal top Orbscan Il (Orbtek, Utah, EE.UU.).
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Procedimiento

Este protocolo recopil6 la siguiente informacion: tiempo transcurrido desde el diagnéstico de QC en el primer ojo,
lateralidad, picor y frotamiento, historial familiar de QC y alergias.

Tras obtener la mejor correccion, se realizé el examen de biomicroscopia para detectar signos de QC. Se realiz6 el
estudio de topografia corneal usando los topégrafos TOPCON y Orbscan. Se analizaron cinco parametros topograficos
cuantitativos: lecturas de queratometria simulada (K), elevacién posterior y la paquimetria en el punto mas delgado de
la cornea.

Analisis de expresion de TLR2 y TLR4

Se realizaron analisis de expresion de TLR2 y 4 mediante citometria de flujo en células conjuntivales y corneales,
extraidas de todos los sujetos control y pacientes con QC subclinico por medio de una lanceta quirirgica de espuma
de PVA (SOFT CELL®, OASIS®, CA, EE.UU.). Para el andlisis de expresion de TLR2 y TLR4, se separaron células
conjuntivales y corneales mediante sus caracteristicas de sefial de dispersion frontal y lateral. Se usaron el anticuerpo
contra FITC-TLR2 (IMMUNOSTEP, Salamanca, Espafa) y el anticuerpo contra PE-TLR4 (IMMUNOSTEP,
Salamanca, Espafia) para cuantificar la expresion de TLR. Se analizaron muestras en un citémetro de flujo FACSAria
(BD Biosciences, NJ, EE.UU.). Se midi¢ la fluorescencia celular inmediatamente tras tincion, y se analizaron los datos
con el uso del software FACSDiva (BD Biosciences, NJ, EE.UU.). Para la cohorte A, se analiz6 la expresion media de
TLR2 y TLR4 en células conjuntivales (1250 acontecimientos) y corneales (500 acontecimientos) y se expresé como
UAF (unidades arbitrarias de fluorescencia). Para la cohorte B, se analiz6 la expresion media de TLR2 y TLR4 en
células conjuntivales (2000 acontecimientos) y corneales (1000 acontecimientos) y se expresé como UAF (unidades
arbitrarias de fluorescencia).

Analisis estadistico

Se expresaron los resultados como porcentajes para variables categoéricas y como la media (D.E.) o la mediana
[cuartiles] para las variables continuas dependiendo de su distribucidon normal o no, respectivamente. Se usé la prueba
de Kolmogorov-Smirnov para someter a prueba la normalidad de la distribucién. Se compararon proporciones usando
la prueba de chi cuadrado, mientras que se compararon las variables continuas entre grupos con las pruebas de la t
de Student (variables con distribucién normal) o la de Mann-Whitney (variables con distribuciéon no normal). Se usé
ANOVA para analizar la relaciéon entre grupos de estudio y TLR2 y TLR4 en células corneales y conjuntivales. Se
configuraron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para establecer puntos de corte de TLR2 y TLR4
en células corneales y conjuntivales que predijeron de manera éptima el riesgo de aparicion o progresion de QC o
DMP. Se considerd que un valor de p < 0,05 era estadisticamente significativo. Se realizo el analisis estadistico usando
SPSS 16.0 para Mac.

Ejemplo 1

Caracteristicas clinicas para la cohorte A

No se detectaron diferencias estadisticas relacionadas con el sexo entre los grupos de estudio, sin embargo los
pacientes con QC tenian mas edad y mostraron un historial mas frecuente de QC (tabla 1). El tiempo transcurrido
desde el primer diagndstico de ojo con QC oscil6 entre 1 y 30 afios (media, 8,3 £ 6,2 afios). Veintitrés pacientes con
QC (46%) y 19 sujetos control (51,4%) notificaron enfermedad alérgica y 15 pacientes con QC (30%) un historial
familiar de QC. Trece sujetos control (35,1%) y 31 pacientes (62%) notificaron picor de ojos. Para los pacientes que
notificaron picor de ojos, el 71% admitié un frotamiento ocular frecuente y vigoroso en el ojo con QC. Trece sujetos
control (35,1%) también notificaron frotamiento ocular.

La tabla 1 muestra los valores de K2 medios para todos los grupos de estudio. El K2 medio fue mayor en el ojo con
QC frente a los otros grupos de estudio (p < 0,0001).
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Estudio descriptivo

Variable Control QC subclinico QcC Valor de p
Edad (afios) 28,5+ 4,7 33,3+95 33,3+9,5 0,029
Sexo (% de 459 64,0 64,0 0,538
hombres)

Historial de QC (%) 0 30,0 30,0 0,002
Kcentral 43,4 [41,8 - 45,3] 43,6 [42,3 - 44,7] 48,1[45,1 - 52,1] <0,0001
(dioptrias)

Funto'de grasur 552,0 [513,5 - 567,0] 519,0 [487,5-546,0] 480,0 [417,0-502,0]  <0,0001
minimo (um)

FJ;‘;“““ posterior 53810,024 - 0,036] 0,036 [0,029- 0,047] 0,089 [0,062-0,122]  <0,0001
K2 (dioptrias) 43,7 [42,3 - 45,3] 44,0 [43,0 - 44,8] 48,0 [46,4 - 50,5] <0,0001
;rl'J'Elf)“"’”“t"’a 213 [90 - 295] 207 [124 - 398] 422[178-1065]  <0,0001
;rl'J'E:)“"J““t“’a 1581 [1281-2265] 1922 [1574-2778]  2377[1817-3032]  <0,0001
TLR2 cérnea (UAF) 185 [113 - 286] 977 [647 - 1330] 2569 [2071-3808]  <0,0001

TLR4 cérnea (UAF) 1654 [1134 - 2587] 2569 [2071 - 3808] 4125 [3233 - 5076] <0,0001

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de nivel basal y expresion en células conjuntivales y corneales de TLR en los
grupos de estudio de la cohorte A. Se expresan los valores en mediana [cuartiles]. QC: queratocono; TLR2: receptor
de tipo Toll 2); TLR4: receptor de tipo Toll 4); UAF: unidad arbitraria de fluorescencia

Expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales y conjuntivales para la cohorte A

En la tabla 1, también se muestran los niveles de expresion de TLR2 y TLR4 en grupos con QC, QC subclinico y
control tanto en células corneales como conjuntivales. La expresién de TLR2 y TLR4 tanto en células corneales como
conjuntivales fue mayor en los grupos con QC. Ademas, cuanto mayor fue la expresion de TLR2 y TLR4, mayor fue la
progresion de QC (tabla 1). Sin embargo, se encontré la principal diferencia de expresion de TLR de los grupos control
con los grupos con QC subclinico y QC para la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales. Por tanto, se centraron
los analisis predictivos exclusivamente en la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales.

Valor predictivo de la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales para el riesqo de inicio y progresiéon a QC para
la cohorte A

Segun el analisis de ROC, la expresion de TLR2 en células epiteliales corneales puede predecir con alta sensibilidad
y especificidad la probabilidad de QC (tanto QC subclinico como QC) en comparacién con los controles (area bajo la
curva de 0,995, IC del 95%: 0,987-1,000; p < 0,0001). Asimismo, la expresion de TLR2 en células corneales también
es util para predecir con alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC subclinico en comparacién con los
controles (area bajo la curva de 0,989, IC del 95%: 0,975-1,000; p < 0,0001). Finalmente, la expresién corneal de TLR2
también predice con la alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC no subclinico en comparacion con el QC
(area bajo la curva de 0,893, IC del 95%: 0,834-0,953; p < 0,0001). En resumen, la tabla 2 muestra la sensibilidad y
especificidad para la utilidad de varios puntos de corte para la expresién de TLR2 en células corneales para detectar
el riesgo de inicio y progresion de QC.

Pacientes control frente a pacientes con QC (QC subclinico + QC)

Expresion de TLR2 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 330 UAF 99% 84%
330 - 660 UAF 89 - 98% 85 - 99%
> 660 UAF 88% 100%
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Expresiéon de TLR2 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 330 UAF 98% 84%
330 - 660 UAF 75 -97% 85 - 99%
> 660 UAF 4% 100%
QC subclinico frente a QC
Expresion de TLR2 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 330 UAF 100% 2%
> 660 UAF 100% 26%
660 - 1500 UAF 69 - 99% 27-87%
> 1500 UAF 68% 88%

Tabla 2: Valores de sensibilidad y especificidad para la utilidad de la expresion de TLR2 en células corneales
para detectar el riesgo de inicio de progresion de QC para la cohorte A.

Por otra parte, segun el analisis de ROC, la expresion de TLR4 en células epiteliales corneales también puede predecir
con alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC (tanto QC subclinico como QC) en comparacion con los
controles (area bajo la curva de 0,846, IC del 95%: 0,776-0,915; p < 0,0001). Asimismo, la expresion de TLR4 en
células corneales también es util para predecir con alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC subclinico
en comparacion con los controles (area bajo la curva de 0,756, IC del 95%: 0,653-0,860; p < 0,0001). Finalmente, la
expresion corneal de TLR4 también predice con la alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC no subclinico
en comparacion con el QC (area bajo la curva de 0,767, IC del 95%: 0,673-0,860; p < 0,0001). La tabla 3 muestra la
sensibilidad y especificidad para la utilidad de varios puntos de corte para la expresion de TLR4 en células corneales
para detectar el riesgo de inicio de progresion de QC.

En conclusion, la expresion de TLR2 en células corneales mostré un mayor valor predictivo para detectar el riesgo de
inicio y progresion de QC que la expresién de TLR4.

Pacientes control frente a pacientes con QC (QC subclinico + QC)

Expresion de TLR4 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 1500 UAF 94% 46%
1500 - 4000 UAF 36 - 93% 45 - 96%
> 4000 UAF 35% 97%
Control frente a QC subclinico
Expresion de TLR4 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 1500 UAF 88% 46%
1500 - 4000 UAF 23-87% 45 - 96%
> 4000 UAF 22% 97%
QC subclinico frente a QC
Expresion de TLR4 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 1500 UAF 100% 22%
> 4000 UAF 520% 80%
> 5000 UAF 28% 90%

Tabla 3

Valores de sensibilidad y especificidad para la utilidad de la expresion de TLR4 en células corneales para
detectar el riesgo de inicio de progresion de QC para la cohorte A.

Correlacién entre la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales y parametros clinicos de progresion de QC (K2
y Kc) para la cohorte A.

Se analizaron los niveles de expresion de TLR2 y TLR4 en células de la cérnea de pacientes con QC clinico y
subclinico con relacion a dos parametros cuantitativos relacionados con la progresion de queratocono, concretamente
K2 y Kc. Se us6 un analisis de regresion lineal mas simple, calculando correlaciones bivariantes con la prueba de
Pearson. Se expresan los resultados como el coeficiente de correlacion r:
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K2

TLR2; r=0,525; p < 0,0001
TLR4; r=0,359; p < 0,001
Kc

TLR2; r=0,439; p < 0,0001
TLR4; r=0,379; p < 0,0001

Estos resultados confirman una asociacion entre la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales con la progresion
y la gravedad de QC subclinico y clinico.

Ejemplo 2

Caracteristicas clinicas para la cohorte B

No se detectaron diferencias estadisticas relacionadas con el sexo entre los grupos de estudio, sin embargo, los
pacientes con DMP tenian mas edad y los pacientes con QC mostraban un historial mas frecuente de trastornos
ectasicos que los sujetos control y los pacientes con DMP (tabla 4). Veintiocho pacientes con QC (65%), 6 pacientes
con DMP (46%), 9 familiares (39%) y 14 sujetos control (41,2%) notificaron enfermedad alérgica. Asimismo, el 88%
de los pacientes con QC, el 84% de los pacientes con DMP, el 39% de los familiares y el 26% de los sujetos control
notificaron picor de ojos. Para los pacientes que notificaron picor de ojos, el 76% de los pacientes con QC, el 76% de
los pacientes con DMP, el 35% de los familiares y el 35% de los sujetos control admitieron un frotamiento ocular
frecuente y vigoroso en el ojo con QC.

La tabla 4 muestra los valores de K2 medio, K central, punto de grosor minimo y elevacion posterior para todos los
grupos de estudio. K2 medio y K central fueron mayores en los ojos con QC frente a los otros grupos de estudio
(p<0,0001). Asimismo, la elevacion posterior fue mayor en los ojos con QC y DMP frente a los sujetos control y los
familiares (p<0,0001). En cambio, el punto de grosor minimo fue inferior para los ojos con QC y DMP en comparacion
con los otros grupos (p<0,0001).
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Expresién de TLR2 y TLR4 en células corneales y conjuntivales para la cohorte B

En la tabla 4, también se muestran los niveles de expresién de TLR2 y TLR4 en grupos con QC, DMP, familiares y
control tanto en células corneales como conjuntivales. La expresién de TLR2 y TLR4 tanto en células corneales como
conjuntivales fue mayor en los grupos con QC con respecto a los otros grupos. Ademas, el grupo con DMP también
mostré expresion mayor de TLR2 en células corneales y de TLR4 tanto en células corneales como especialmente en
células conjuntivales que en el grupo control (tabla 4). Resulta interesante que los familiares mostraron expresion
mayor de TLR2 y TLR4 tanto en células corneales como conjuntivales que los sujetos control, pero esta expresion es
mucho menor que en pacientes con QC (tabla 4). Sin embargo, se encontr6 la principal diferencia de expresion de
TLR del grupo control con el grupo con QC para la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales. Por otra parte, se
encontrd la principal diferencia de expresion de TLR del grupo control con el grupo con DMP para la expresion de
TLR4 en células conjuntivales. Por tanto, se centraron los analisis predictivos exclusivamente en la expresion de TLR2
y TLR4 en células corneales para QC, y TLR4 en células conjuntivales para DMP.

Valor predictivo de la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales para el riesqo de inicio y progresiéon a QC para
la cohorte B

Segun el analisis de ROC, la expresion de TLR2 en células epiteliales corneales puede predecir con alta sensibilidad
y especificidad la probabilidad de QC en comparacion con los controles (area bajo la curva de 0,874, IC del 95%:
0,815-1,000; p < 0,0001). Asimismo, la expresion de TLR2 en células corneales también es util para predecir con alta
sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC en comparacion con los familiares (area bajo la curva de 0,802, IC
del 95%: 0,723-0,882; p < 0,0001). En resumen, la tabla 5 muestra la sensibilidad y especificidad para la utilidad de
varios puntos de corte para la expresion de TLR2 en células corneales para detectar el riesgo de inicio y progresion
de QC.

Por otra parte, segun el analisis de ROC, la expresion de TLR4 en células epiteliales corneales puede predecir con
alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC en comparacién con los controles (area bajo la curva 0,877, IC
del 95%: 0,818-0,936; p<0,0001). Asimismo, la expresion de TLR4 en células corneales también es util para predecir
con alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de QC en comparacion con los familiares (area bajo la curva 0,882,
IC del 95%: 0,821-0,943; p<0,0001).

Sujetos control frente a pacientes con QC

Expresion de TLR2 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
<327 UAF 99% 86%

327 - 1269 UAF 75-98% 76 - 91%

> 1269 UAF 89% 92%

Familiares frente a pacientes con QC

Expresion de TLR2 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
<521 UAF 95% 84%
521- 1352 UAF 71 -94% 28 - 88%
> 1352 UAF 1% 91%
Tabla 5

Valores de sensibilidad y especificidad para la utilidad de la expresion de TLR2 en células corneales para
detectar el riesgo de inicio de progresion de QC en la cohorte B.

La tabla 6 muestra la sensibilidad y la especificidad para la utilidad de varios puntos de corte para la expresion de
TLR4 en células corneales para detectar el riesgo de inicio y progresion de QC.

En conclusion, la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales mostré un alto valor predictivo para detectar el
riesgo de inicio y progresion de QC.

Sujetos control frente a pacientes con QC

Expresion de TLR4 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 1508 UAF 95% 53%

1508 - 4000 UAF 42 - 94% 52 - 96%

> 4000 UAF 41% 97%

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Familiares frente a pacientes con QC

ES 2764456 T3

Expresion de TLR4 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 1697 UAF 95% 41%

1697 - 3794 UAF 51-99% 42 - 99%

> 3794 UAF 50% 100%

Tabla 6

Valores de sensibilidad y especificidad para la utilidad de la expresion de TLR4 en células corneales para
detectar el riesgo de inicio o progresion de QC en la cohorte B.

Valor predictivo de la expresion de TLR4 en células conjuntivales para el riesqo de inicio y progresion a DMP para la
cohorte B

Finalmente, segun el analisis de ROC, la expresion de TLR4 en células epiteliales conjuntivales también puede
predecir con alta sensibilidad y especificidad la probabilidad de DMP en comparacion con los sujetos control (area
bajo la curva 0,823, IC del 95%: 0,733-0,913; p<0,0001). La tabla 7 muestra la sensibilidad y especificidad para la
utilidad de varios puntos de corte para la expresion de TLR4 en células conjuntivales para detectar el riesgo de inicio
de progresion de QC.

En conclusion, la expresion de TLR4 en células conjuntivales también mostro alto valor predictivo para detectar el
riesgo de inicio y progresion de DMP.

Sujetos control frente a pacientes con DMP

Expresion de TLR4 (UAF) SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
< 1543 UAF 100% 82%

1543 - 4500 UAF 31-99% 52 - 92%

> 4500 UAF 31% 93%

Tabla 7

Valores de sensibilidad y especificidad para la utilidad de la expresiéon de TLR4 en células conjuntivales para
detectar el riesgo de inicio o progresion de DMP en la cohorte B.

Correlacion entre la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales y paréametros clinicos de progresion de QC (K2,
Kc y Kmax) para la cohorte B

Se analizaron los niveles de expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales de pacientes con QC con relacion a tres
parametros cuantitativos relacionados con la progresion de queratocono, concretamente K2, Kc y Kmax y se realizé
un analisis de regresion lineal mas simple calculando correlaciones bivariantes con la prueba de Pearson. Se expresan
los resultados como el coeficiente de correlacion (r):

K2

TLR2; r=0,286; p<0,0001

TLR4; r=0,249; p<0,0001

Kc

TLR2; r=0,266; p<0,0001

TLR4; r=0,286; p<0,0001

Kmax

TLR2; r=0,403; p<0,0001

TLR4; r=0,263; p<0,0001

Estos resultados confirman una asociacion entre la expresion de TLR2 y TLR4 en células corneales con la progresion
y la gravedad de QC.
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Correlacion entre la expresion de TLR4 en células conjuntivales y parametros clinicos de progresiéon de DMP (Kmax)
para la cohorte B

Por otra parte, también se analizaron los niveles de expresion de TLR4 en células conjuntivales de pacientes con DMP
con relacion a Kmax, un parametro relacionado con la progresion de DMP. Se realiz6 un analisis de regresion lineal
mas simple calculando correlaciones bivariantes con la prueba de Pearson. Se expresan los resultados como el
coeficiente de correlacion (r):

Kmax
TLR4; r=0,327; p<0,0001

En resumen, estos resultados también confirman una asociacion entre la expresion de TLR4 en células conjuntivales
con la progresioén y la gravedad de DMP.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2764456 T3

REIVINDICACIONES
Método in vitro para diagnosticar una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto, que comprende:
a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de
que el sujeto padece una enfermedad ectasica de la cérnea.

Método in vitro segun la reivindicacion 1, en el que dicha enfermedad ectasica de la cérnea se selecciona del
grupo que consiste en:

a) queratocono subclinico, en cuyo caso el valor de referencia corresponde a los niveles de expresion de
TLR2 y/o TLR4 medidos en una muestra de un sujeto sano;

b) queratocono clinico, en cuyo caso el valor de referencia corresponde a los niveles de expresion de TLR2
y/o TLR4 medidos en una muestra de un sujeto que padece queratocono subclinico; y

c) degeneracion marginal peltcida, en cuyo caso el valor de referencia corresponde a los niveles de expresion
de TLR2 y/o TLR4 medidos en una muestra de un sujeto sano.

Método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que también comprende determinar al menos
un parametro seleccionado de: dioptrias, grosor corneal y elevacion corneal.

Método in vitro para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto,
que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que, si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de
que el sujeto presenta un alto riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cérnea.

Método in vitro segun la reivindicacion 4, en el que al sujeto se le ha diagnosticado previamente que tiene un
defecto refractivo.

Método in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, en el que dicho sujeto ha desarrollado una
patologia ocular previa seleccionada de: picor ocular, frotamiento ocular, signos biomicroscépicos e hiperemia
conjuntival.

Método in vitro para determinar el desenlace clinico de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la
coérnea, que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de
un desenlace clinico negativo.

Método in vitro para seleccionar un sujeto a tratar con una terapia para una enfermedad ectasica de la cornea
que comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de
que dicho sujeto es candidato a tratarse con una terapia para una enfermedad ectasica de la cornea.

Método in vitro segun la reivindicacion 8, en el que dicha terapia se selecciona de reticulacion corneal, anillos
intracorneales y cirugia refractiva.
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Método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 9, en el que dicha enfermedad ectasica de la
coérnea se selecciona de queratocono subclinico, queratocono clinico, degeneracién marginal pelucida,
queratoglobo y ectasia tras cirugia corneal refractiva.

Uso de TLR2 y/o TLR4 como marcador para determinar el diagnéstico de una enfermedad ectasica de la
cérnea en un sujeto, para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cornea en un
sujeto, como marcador para determinar el desenlace clinico de un sujeto que padece una enfermedad
ectasica de la coérnea o como marcador para seleccionar un sujeto a tratar con una terapia para una
enfermedad ectasica de la cornea.

Uso de un kit que comprende un anticuerpo, un polipéptido, un cebador y/o una sonda que se une
especificamente a TLR2 y/o TLR4 para determinar el diagnostico de una enfermedad ectasica de la cornea
en un sujeto, para determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad ectasica de la cérnea en un sujeto,
para determinar el desenlace clinico de un sujeto que padece una enfermedad ectasica de la cornea o para
seleccionar un sujeto a tratar con una terapia para una enfermedad ectasica de la cérnea.

Método in vitro para determinar el riesgo de que un sujeto padezca ectasia tras cirugia refractiva, que
comprende:

a) determinar el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 en una muestra de dicho sujeto; y
b) comparar dicho nivel de expresion con un valor de referencia

en el que si el nivel de expresion de TLR2 y/o TLR4 es mayor que dicho valor de referencia es indicativo de
que dicho sujeto muestra alto riesgo de padecer ectasia tras cirugia refractiva.
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