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Resumen 
 

El queratocono y la degeneración pelúcida marginal son ectasias corneales crónicas, 
progresivas y sin tratamiento curativo, que afectan a la visión y a la calidad de vida del 
paciente. Aunque estudios previos demostraron la implicación de mecanismos 
inflamatorios en su fisiopatología, a día de hoy su etiología sigue sin estar clara. 
Postulamos que dicha inflamación puede ser inmunidad-innata dependiente, y por 
tanto, que los receptores Toll-like podrían estar implicados en su inicio y progresión. El 
presente trabajo aporta nuevos datos acerca del potencial diagnóstico y pronóstico de 
TLR2 y TLR4, corneal y conjuntival, en pacientes con ectasia corneal, así como de la 
capacidad antiinflamatoria de su bloqueo como posible diana terapéutica en cultivos de 
epitelio corneal. 
 
Palabras clave: ectasia corneal, inflamación, inmunidad innata.  
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1. Ectasia Corneal 

 

 

 

 1.1   Definición. 

 

Las ectasias corneales se definen como un conjunto de enfermedades de la 
córnea caracterizadas por un adelgazamiento y un aumento progresivo de la 
curvatura corneal que, como consecuencia, se acompañan de protrusión.1–3 Este 
proceso es degenerativo y crónico, generalmente bilateral, asimétrico y de curso 
incierto, pudiendo variar de leve a severo. 

 
En la ectasia corneal se observa una desestructuración de las fibras de colágeno 

que, al dejar de aportar rigidez estructural, ocasiona el debilitamiento, 
adelgazamiento y protrusión patológicos del tejido. La distorsión de la curvatura 
corneal provoca la aparición de astigmatismos irregulares y defectos refractivos 
elevados, que deterioran la función visual y la calidad de vida del paciente que lo 
padece.4,5 

 
Por lo general, los trastornos ectásicos corneales afectan a pacientes jóvenes; la 

combinación entre la afectación visual y la temprana edad de inicio, hacen que estos 
trastornos representen un problema significativo de salud pública.6 

 
Clásicamente, las ectasias corneales se han considerado como condiciones 

clínicamente no inflamatorias pero, a pesar de que así es como se definen en la 
mayoría de los artículos publicados, este término quedó obsoleto tras la 
demostración de su correlación con la presencia de moléculas de tipo inflamatorio.7,8 
En la actualidad, se considera una enfermedad inflamatoria que se acompaña de 
apoptosis y estrés oxidativo.7,9,10 
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 1.2   Clasificación. 

 

Existen varias condiciones que se incluyen con el término de ectasia corneal. En 
2015, el Consenso Global de Queratocono y Enfermedades Ectásicas11 reconoció 
como “ectasias corneales primarias” o “ectasias corneales propiamente dichas” al 
queratocono (QC), la degeneración pelúcida marginal (DPM), el queratoglobo y la 
ectasia post-cirugía refractiva.  

 
Existen otras entidades que no son puramente ectasias corneales, sino meras 

alteraciones en el espesor de alguna zona de la córnea. Las ectasias post-traumáticas, 
la degeneración marginal de Terrien, la úlcera de Mooren, la degeneración marginal 
en surco (Furrow Degeneration) y el dellen corneal; son considerados simplemente 
como “desórdenes de adelgazamiento”.11 

 
Centrándonos en las ectasias corneales propiamente dichas, éstas pueden 

clasificarse atendiendo a diversos criterios; siendo los más utilizados: el origen de la 
ectasia y la localización del área de máximo adelgazamiento.12   

 
En cuanto al origen, las ectasias corneales pueden desencadenarse de modo 

natural o estar relacionadas con una cirugía (ectasia iatrogénica), generalmente con 
fines refractivos.13,14 En la cirugía refractiva corneal, la detección de formas leves de 
ectasia preoperatoria es esencial para evitar la ectasia progresiva postoperatoria, que 
también se ve condicionada por el impacto del procedimiento en la córnea. En cuanto 
a la localización del área de máximo adelgazamiento, su configuración puede ser axial 
(central o paracentral), generalizada o periférica. La Tabla.1 muestra las principales 
características diferenciales de las ectasias corneales primarias. 

 
A pesar de que estas condiciones difieren en la región de la córnea afectada, el 

tiempo de inicio, la tasa de progresión y que se presentan típicamente con 
características biomicroscópicas distintivas; algunos autores apuntan a un origen 
común, debido a sus similitudes histopatológicas, topográficas y paquimétricas.  

 
Se ha propuesto que podrían realmente representar variaciones en la expresión 

fenotípica del mismo mecanismo patogénico. Ello explicaría la existencia de casos 
atípicos de QC con formas más globulares o más periféricas de lo habitual.15 Se han 
dado casos con un tipo de degeneración en un ojo y otra diferente en el contralateral, 
como la aparición de queratoglobo en el ojo contralateral de pacientes con QC o DPM,  
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Características QC DPM Queratoglobo 
QC  

posterior 

Ectasia  
post-cirugía 
refractiva 

Origen Natural Natural Natural Natural Iatrogénico 

Configuración Axial 
(cónica apical) 

Periférica Generalizada 
globular 

Axial, 
en superficie 

corneal posterior 

Axial 

Frecuencia Más 
frecuente 

Menos 
frecuente 

Raro Menos  
frecuente 

Infrecuente 

Edad de inicio Pubertad 20-40 años Generalmente 
en el nacimiento 

En el 
nacimiento 

>6 meses 
tras cirugía 

Adelgazamiento Central o 
paracentral 

inferior 

Banda inferior 
de 1-2mm 
de ancho 

Difuso, 
mayor en 
periferia 

Central o 
paracentral 

Central o 
paracentral 

Protrusión Ápex 
coincidente con 
adelgazamiento 

Superior 
a la franja de 

adelgazamiento 

Generalizada Excavación 
posterior 

Generalizada 

Lateralidad Generalmente 
bilateral 

Generalmente 
bilateral 

Bilateral Generalmente 
unilateral 

Generalmente 
bilateral 

Simetría Asimétrico Asimétrico Simétrico Asimétrico Asimétrico 

Línea férrica Frecuente 
(anillo de 
Fleischer) 

Algunas 
veces 

Ninguna Muy rara 
vez 

A veces, 
sin patrón 
definido 

Cicatriz Frecuente Solo tras 
hidropesía 

Moderada Infrecuente Infrecuente 

Estrías Frecuente 
(de Vogt) 

Infrecuente Infrecuente Ninguna Infrecuente 

Representación 
gráfica 

     

Tabla.1. Diagnóstico diferencial de las alteraciones ectásicas corneales primarias. Tabla e ilustraciones  propias, 
(basada en referencias1–3,11–13). 
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o la aparición de DPM en el ojo contralateral de pacientes con QC.16 También se 
podría explicar una posible asociación genética entre ellas, ya que se ha observado 
que pueden coexistir en miembros de una misma familia.  

 
El Consenso Global de Queratocono y Enfermedades Ectásicas11 afirma que el 

QC y la DPM son diferentes presentaciones clínicas de la misma enfermedad.  

 

 

1.3   Queratocono vs degeneración pelúcida marginal. 

 

A continuación definiremos el QC y la DPM, por ser las ectasias corneales objetivo 
de este estudio. Globalmente, ambas son ectasias corneales primarias y naturales. El 
QC da lugar a un cono central o paracentral, mientras que la DPM cursa con 
adelgazamiento periférico inferior.  

 
        1.3.1 Epidemiología. 
 

El QC es la ectasia más común. Su prevalencia varía según la localización 
geográfica y el método de estudio utilizado;17,18 se estima una incidencia de 1 de cada 
2000 habitantes en la población general. La DPM es una condición menos común y 
por tanto menos estudiada, esto hace que no existan estimaciones acerca de su 
prevalencia e incidencia.16 La distribución por sexo es igual en el QC,2 mientras que 
existe predominancia masculina en la DPM16,19,20. Ambas ectasias pueden aparecer en 
todas las razas. 

 
        1.3.2 Etiología y factores fisiopatológicos. 
 
 

La etiología de estos desórdenes no está clara y parece ser multifactorial.11,21 Es 
posible que el desarrollo de la ectasia represente el camino final común de distintos 
procesos patológicos.22 Su fisiopatología se asocia con una gran variedad de factores 
genéticos, mecánicos, ambientales, bioquímicos y moleculares. [Figura.1] Este 
estudio se centrará en la fisiopatología atendiendo a la inmunidad y a la inflamación. 

 



Introducción 

 11 

 
 
 

 

 

 

 

 

 
Figura.1. Factores asociados a la fisiopatología de la ectasia corneal. Esquema propio 
(basado en las referencias utilizadas en el apartado 1.3.2) 
 

 

1.3.2.1 Factores genéticos. 
 
La herencia familiar, la asociación con determinadas enfermedades y la mayor 

concordancia en gemelos monocigóticos que dicigóticos evidencian la predisposición 
genética del QC.23–25 En cuanto a la DPM, aunque el estudio de su fisiopatología es 
muy limitado, también se asocia a una posible herencia familiar.  

 
Herencia familiar 
 

Desde hace tiempo se reconoce la existencia de familias con varios miembros 
afectados de ectasia corneal. Rabinowitz2 ha descrito una incidencia de ectasia 
corneal del 6-10% en familiares de pacientes afectados con QC. El estudio CLEK 
(Collaborative Longitudinal Evaluation of Keratoconus)26 encontró una tasa de 
incidencia del 14%. A su vez, Kaya et al27 observaron que la incidencia de ectasia en 
familiares de primer orden de pacientes con QC era superior a la incidencia 
encontrada en la población general (11% frente a 0.05%). Además, esta herencia 
puede darse también en la segunda o tercera generación. 

 
Por otro lado, se observó que aquellos familiares asintomáticos que no habían 

desarrollado ectasia corneal, podían presentar valores topográficos anómalos, 
aunque sin llegar a mostrar un patrón representativo de ectasia.27–31 Santo et al32 
observaron alteraciones topográficas corneales en familiares asintomáticos de un 

Genéticos Mecánicos y Ambientales 

FACTORES FISIOPATOLÓGICOS 

Herencia familiar 
 

Asociación a otras 
enfermedades 

 

Variedad de genes 
implicados 

Bioquímicos y Moleculares 

Picor y frotamiento ocular 
 

Trauma crónico 
 

Alergias 
 

Exposición al sol 

Inflamación 
 

Destrucción de matriz extracelular 
 

Estrés oxidativo 
 

Apoptósis 
 

Cambios hormonales 
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paciente con DPM. Levy et al31 describió que la morfología de los patrones 
topográficos encontrada con mayor prevalencia en los familiares clínicamente sanos 
de pacientes con ectasia era de J o J invertida; evidenciando una predisposición 
genética o de baja expresividad de ectasia corneal.  

 
Estos hechos reflejan que todos los pacientes con ectasia deben ser informados 

sobre la posible base genética de su enfermedad, con el fin de que sus familiares sean 
examinados, especialmente si van a someterse a cirugía refractiva.27 

 
Asociación a otras enfermedades 
 

Aunque ambas ectasias corneales suelen presentarse de forma aislada,2,11 su 
presencia se ha relacionado con afecciones sistémicas y oculares. La trisonomía del 
cromosoma 21 (síndrome de Down),33,34 las enfermedades del tejido conectivo 
(síndrome de Marfan y síndrome de Ehlers-Danlos),35 la amaurosis congénita de 
Leber,36 y sobre todo la atopia; son algunas de las afecciones asociadas al QC. La DPM 
se ha asociado a episodios de conjuntivitis atópica, vernal o bacteriana, acné y 
rosácea.  

 
Modo de herencia 

 
El estudio en gemelos y en familiares de pacientes con QC, evidencia que la 

herencia puede  ser autosómica recesiva o dominante, mostrando además una 
penetrancia incompleta con fenotipo variable.37,38 

 
En estos últimos años, el estudio genético del QC se centró en buscar mutaciones 

en genes que codificasen posibles proteínas implicadas en el desarrollo de la 
enfermedad; por ejemplo, genes que codificasen el colágeno, las posibles vías 
inflamatorias, el sistema de proteasas y sus inhibidores, el sistema de la interleuquina-
1 (IL-1) y el sistema antioxidante frente al estrés oxidativo.39 Hasta el momento los 
resultados fueron poco concluyentes y se ha comprobado que la identificación del 
gen responsable del QC es compleja; siendo más probable la implicación de varios 
genes, y que las alteraciones de estos genes formen parte de una serie de vías o 
cascadas que puedan converger para originar un fenotipo similar.24 Por tanto, se 
sugiere que el QC es un rasgo involucrado por múltiples genes, con penetrancia 
variable, y contribuciones ambientales.24 
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1.3.2.2 Factores mecánicos y ambientales. 
 
Los estímulos mecánicos y los factores ambientales contribuyen al cuadro 

fenotípico característico del QC, y probablemente también de la DPM.1,21 El picor, la 
irritación y el frotamiento ocular constituyen algunos de estos factores.  

 
El trauma crónico generado por el frotamiento ocular y por la adaptación 

incorrecta de lentes de contacto (LC), puede considerarse como un factor etiológico 
en el desarrollo de la ectasia.1,2,40,41 El QC y la DPM se han asociado con un mayor 
porcentaje de frotamiento ocular (50-80%).26,42,43 Se ha demostrado que este 
frotamiento se hace típicamente con los nudillos, que es más enérgico, vigoroso y 
prolongado que el de la alergia o la infección, y que contribuye al aumento de los 
niveles de moléculas inflamatorias.9 Las razones que explican el frotamiento son 
variadas, apuntando fundamentalmente al picor intenso. Se especula que este 
frotamiento pueda ser el enlace entre las ectasias y las enfermedades sistémicas u 
oculares asociadas. 

   
El picor, la irritación y el frotamiento ocular son características comunes entre la 

enfermedad atópica y la ectasia corneal. Aunque la naturaleza exacta de la asociación 
entre atopia y ectasia no está clara, numerosos estudios confirman que puede existir 
un vínculo entre ellas.26,42,44,45 Se estima una prevalencia de alergia en el QC del 53%. 
26,46 La DPM también se ha asociado a enfermedad alérgica.19 La triada alergia–picor–
frotamiento debe ser controlada para evitar la progresión de la ectasia corneal.44  

 
Por otro lado, la exposición a la radiación ultravioleta (UV) también parece estar 

implicada en la patogénesis de la ectasia. Por su localización, la córnea está expuesta 
constantemente a grandes cantidades de luz UV y oxígeno atmosférico, 
contribuyendo a la producción de componentes citotóxicos y especies reactivas de 
oxígeno (ROS). Una córnea sana tendrá capacidad antioxidante endógena. El 
problema aparece cuando existe un desequilibrio entre la cantidad de ROS y la 
capacidad antioxidante corneal. Varios estudios demuestran que la córnea del QC 
tiene una capacidad antioxidante reducida en comparación con la córnea sana, 
favoreciendo así el estrés oxidativo.47,48 

 
1.3.2.3 Factores bioquímicos y moleculares. 
 
Aunque los elementos del entorno (factores mecánicos y ambientales) parecen 

tener una intervención más o menos decisiva, son realmente los fenómenos internos 
(factores bioquímicos, moleculares y genéticos) los que determinan la presencia de la 
ectasia corneal. Las hipótesis que se plantean a nivel bioquímico y molecular son la 
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inflamación, el desequilibrio entre las proteasas de matriz y sus inhibidores, el estrés 
oxidativo, la apoptosis y los cambios hormonales.49,50 [Figura.2] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura.2. Relación entre los factores bioquímicos y moleculares implicados en la ectasia 
corneal. Figura propia (basada en referencias del apartado 1.3.2.3) (utilizando elementos con 
licencia “Creative Commons” (CC)). 
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Inflamación 
 
La hipótesis inflamatoria en el QC se ve apoyada por el aumento de mediadores 

de la inflamación, el aumento de receptores de moléculas que median la inflamación, 
y el frotamiento ocular crónico.  

 
Diversos autores confirman el incremento de mediadores de la inflamación en la 

superficie ocular de pacientes con QC y con DPM.7,8,51–53  Jun et al54 sugieren que 
existe un desequilibrio complejo entre el aumento de moléculas pro-inflamatorias y 
la disminución de moléculas anti-inflamatorias en los ojos con QC, y que esto 
interrumpe la adecuada homeostasis corneal. Además, parece que el aumento de 
mediadores inflamatorios es directamente proporcional al grado de evolución de la 
enfermedad.7  

 
 Por otra parte, se ha evidenciado que los queratocitos de córneas con QC 

presentan una expresión de receptores de IL-1 cuatro veces superior a las córneas 
normales.55 La IL-1 es un modulador que, entre otras funciones, promueve la 
apoptosis celular. Un estudio in vitro ha demostrado que la IL-1 induce apoptosis en 
queratocitos estromales obtenidos de pacientes con QC.56 Así, el adelgazamiento 
corneal característico en la ectasia, podría ocurrir debido a un exceso de muerte 
apoptótica de los queratocitos estromales.57  

 
Se ha demostrado que el microtrauma epitelial generado con el frotamiento 

ocular y con el uso de LC promueven una mayor liberación de IL-1 y de otros 
marcadores inflamatorios en pacientes con QC;9,58 estableciéndose así un nexo entre 
los factores inflamatorios y mecánicos que explica la desestabilización corneal. 

 
Todo esto hace pensar que los ojos con ectasia corneal tienen una capacidad de 

respuesta inflamatoria superior a la de los sujetos normales.58  
 

Destrucción de matriz extracelular 
 

Varios estudios han investigado el papel de las enzimas catabólicas y 
proteolíticas, como las metaloproteasas de matriz (MMP), en la ectasia corneal. Las 
MMPs están involucradas en la degradación de la matriz extracelular y en la activación 
de la apoptosis,59 y son secretadas por células epiteliales y estromales de la córnea.60 

 
Las córneas con QC exhiben un incremento de la actividad enzimática de las 

MMPs,10,61,62 y en muchos casos, un desequilibrio en la acción de sus inhibidores, 
como los TIMP (inhibidor tisular de proteasas).63,64 El análisis lagrimal mostró niveles 
aumentados de MMPs, no solo en QC sino también en  DPM.53,65 Además, el 
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frotamiento ocular y el porte de LC favorecen la liberación de estas enzimas 
proteolíticas.9,58 Se especula que una sobreexpresión de proteasas y una 
infraexpresión de sus inhibidores, favorece la actividad enzimática de las MMPs en la 
superficie ocular; contribuyendo a la degradación del colágeno corneal y por tanto a 
la reducción de la integridad estructural que ocurre en la ectasia.64,66,67 

 
Aunque estos resultados sostienen la hipótesis de la degradación de la matriz 

extracelular como posible mecanismo etiopatogénico de la ectasia corneal; la 
ausencia de sobreexpresión de MMPs en la ectasia post-cirugía refractiva, sugiere que 
también deben estar implicados otros mecanismos fisiopatológicos.68 

 
Estrés oxidativo 

 
Las córneas de QC tienen una capacidad antioxidante reducida, ya que muestran 

niveles disminuidos de enzimas como la superóxido dismutasa o la aldehído 
deshidrogenasa.48,69 Ambas juegan un papel importante en los procesos reactivos de 
oxígeno de diferentes especies. La acumulación de ROS no neutralizados provoca la 
deposición citotóxica de diferentes metabolitos como el óxido nítrico y el 
peroxinitrito, que dañan los tejidos corneales al destruir membranas, aumentar la 
producción de MMPs y disminuir los TIMP.49,70,71  La radiación UV contribuye a que la 
córnea sea más susceptible a condiciones de estrés oxidativo.49,70 

 
Un estudio realizado en un cultivo de fibroblastos pertenecientes a córneas con 

QC, ha podido demostrar que responden de manera exagerada ante el estrés 
oxidativo, manifestando disfunción mitocondrial y daño del ácido desoxirribonucleico 
(ADN) mitocondrial.72  Todo ello indica la importancia que este factor puede tener en 
el desarrollo y progresión de la enfermedad.47 

 
Apoptosis 
 

La apoptosis consiste en una muerte celular programada y lenta, que no provoca 
inflamación en las células circundantes. Las moléculas inflamatorias, las proteasas y 
los radicales libres generados por estrés oxidativo tienen el potencial de inducir la 
apoptosis, siendo ésta la principal forma de muerte celular en las córneas con QC.56 

  
La apoptosis parece ser el motivo por el que el número de células epiteliales y 

estromales se encuentra reducido en la ectasia corneal, evidenciándose con 
adelgazamiento del tejido.56 Estos datos fueron confirmados mediante el estudio de 
córneas de QC por microscopía confocal, encontrando una menor densidad de 
queratocitos proporcional al grado evolutivo de la enfermedad.73 
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Cambios hormonales 
 

El hecho de que el QC se desarrolle en la pubertad ha llevado a pensar que ciertos 
factores hormonales pueden estimular el proceso. Los frecuentes cambios 
producidos durante el embarazo y la menopausia apoyan la influencia hormonal.11,74 

 
En consecuencia, los factores bioquímicos y moleculares pueden desempeñar un 

papel importante en la fisiopatología de la ectasia corneal aunque todavía no está 
claro el orden que sigue cada uno de estos eventos en la cascada de sucesos que 
contribuyen al desarrollo de la enfermedad. Probablemente la teoría fisiopatológica 
de la degradación lenta pero sostenida del tejido corneal asociada a inflamación 
crónica de baja intensidad, que veremos más adelante, explique esta asociación poco 
clara. 

 

        1.3.3 Cambios histológicos. 
 

El adelgazamiento producido en la ectasia es el resultado de la pérdida o 
alteración de los componentes que conforman la estructura corneal. La córnea es un 
tejido complejo comprendido por 6 capas que, de anterior a posterior, son: epitelio, 
membrana de Bowman, estroma, capa Dua75, membrana de Descemet y endotelio. 

 
La patología del QC, al menos inicialmente, se localiza en el área corneal anterior 

comprometiendo principalmente al epitelio, a su membrana basal y al estroma 
anterior.76,77 Con el QC cambia la morfología de las células epiteliales,78 hay 
deposición de partículas de hierro en la membrana basal epitelial,76 se producen 
roturas en la membrana de Bowman2,77 y adelgazamiento estromal correlacionado 
con pérdida de láminas de colágeno, alteración en la orientación de las fibras de 
colágeno y disminución de la densidad de los queratocitos79. En la membrana de 
Descemet pueden encontrarse pliegues (estrías) que desaparecen al aplicar presión 
y, se han visto además, casos de ruptura tras hidrops. El endotelio es la única capa 
que no suele estar afectada, aunque a veces aparece polimegatismo y pleomorfismo 
en las células endoteliales. 

 
Histológicamente, la DPM presenta un epitelio normal o irregular y, al igual que 

ocurre en el QC, pueden depositarse partículas de hierro en la membrana basal 
epitelial. La membrana de Bowman puede encontrarse intacta, con roturas o con 
pérdidas de discontinuidad. Con respecto al estroma, se observa un adelgazamiento 
periférico a la zona de la protrusión80 y la microscopía electrónica ha mostrado la 
existencia de áreas de fibras de colágeno altamente espaciadas81. La membrana de 
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Descemet no suele estar afectada en estadios iniciales, pero a medida que aumenta 
la protrusión pueden aparecer pliegues concéntricos al limbo inferior. En casos 
aislados se ha detectado rotura en la membrana de Descemet.20 El endotelio parece 
ser la única capa que se mantiene normal. 

 
 

 
 
Figura.3. Cambios estructurales comunes en ambos tipos de ectasia corneal, incluyendo: 
adelgazamiento epitelial, rotura de la membrana de Bowman y alteración en las fibras de 
colágeno estromales. Ilustración propia (basada en referencias del apartado 1.3.3) (CC). 
 

 
 

 
        1.3.4 Semiología. 
 

Los síntomas y signos varían dependiendo de la gravedad de la ectasia. En 
estadios iniciales la visión puede no estar afectada; sin embargo, a medida que avanza 
la enfermedad aumenta el componente esférico de la refracción y el astigmatismo 
irregular que, junto con el aumento de aberraciones ópticas de alto orden, hacen que 
el principal síntoma sea el deterioro progresivo de la calidad visual.82 Generalmente, 
un signo diferencial entre QC y DPM es el eje opuesto del astigmatismo, a favor de la 
regla en el QC y en contra la regla en la DPM. Pérdida de sensibilidad al contraste, 
fotofobia, deslumbramiento, diplopía monocular e irritación ocular, muchas veces 
asociado a picor y frotamiento ocular, también aparecen como síntomas secundarios. 

 
Entre los signos distintivos del QC se encuentran:1,2 protrusión cónica, anillo de 

Fleischer, estrías de Vogt, nervios corneales prominentes y vascularización. [Figura.4] 
Solo en estadios finales la córnea pierde su transparencia y pueden aparecer 
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leucomas o cicatrices secundarias a hidrops. En estadios avanzados están presentes 
el signo de Munson y el fenómeno de Rizzuti.  

 
El signo característico de la DPM es el adelgazamiento y la protrusión inferior. 

Puede aparecer una línea férrica y algunas estrías, desarrollarse hidropesía aguda, y 
producir cicatrización y vascularización.1,16,83 

 

 
Figura.4. Hallazgos característicos del QC: A) adelgadamiento y protrusión axial, B) anillo de 
Fleischer, C) estrías de Vogt, D) nervios corneales prominenetes. (Imágenes cedidas por el Dr. 
Elío Diez-Feijoo Arias, realizadas mediante lámpara de hendidura (LH)). 
 
 
 
 
        1.3.5 Pruebas diagnósticas. 
 

 
Actualmente existen múltiples criterios diagnósticos para identificar la ectasia 

corneal. La presencia de signos clínicos característicos y/o la alteración en la 
curvatura, en la calidad óptica, en la elevación y en el espesor corneal contribuyen al 
diagnóstico. Cada uno podría considerarse como un dato de alarma, siendo la 
probabilidad de estar ante una ectasia corneal proporcional al número de alarmas 
presentes.  

 
La topografía y la tomografía son dos métodos muy sensibles para la detección 

de la enfermedad y para el seguimiento de su progresión. El examen topográfico 
permite evaluar la curvatura corneal anterior y las aberraciones ópticas que ésta 
proporciona; mientras que el examen tomográfico analiza la elevación corneal 
anterior y posterior así como la paquimetría corneal.11  



 
 

  
Uxía Regueiro Lorenzo. 
Receptores Toll-like como diana diagnóstica y terapéutica en las ectasias corneales. 20 20 

A nivel topográfico, la asimetría ínfero-superior (I-S) y la potencia dióptrica 
aumentada de manera localizada actúan como alarmas para el diagnóstico. En casos 
muy avanzados de DPM, se pueden encontrar diferencias de hasta 20 dioptrías (D) 
entre la zona central y la zona periférica afectada.84 

 
El patrón topográfico más habitual en la DPM es el patrón en “pinza de cangrejo” 

(78%), también descrito como croissant, alas de mariposa o C tumbada; seguido del 
patrón de incurvamiento inferior (18%).85 El QC se suele caracterizar por un patrón 
oval, redondo o en pajarita asimétrica; aunque el patrón en pinza de cangrejo no es 
exclusivo de la DPM, y puede aparecer en algunos casos de QC periférico.2,15,85–87 Una 
de las claves para distinguir correctamente entre la DMP y el QC la proporciona la 
topografía de elevación, donde el punto más adelgazado y el punto de mayor 
curvatura coinciden en el QC, no siendo así en la DPM.85 Otra clave sería la edad de 
inicio de la enfermedad, más temprana en el QC que en la DPM.16 La Figura.5 muestra 
el patrón topográfico en pinza de cangrejo característico de la DPM y el patrón 
topográfico en pajarita asimétrica característico del QC. 

 
 

  
 

Figura.5. Patrones topográficos (los colores cálidos representan áreas de mayor curvatura, 
mientras que los colores fríos representan áreas más planas): A) normal, B) pinza de cangrejo, 
C) pajarita asimétrica. (Imágenes propias, realizadas con el topógrafo CA-100 de TOPCON). 

 
Lee et al15 mostraron que el radio de elevación máxima anterior y posterior en 

pacientes con DPM era significativamente mayor que en pacientes con QC. Lo mismo 
sucede con el radio de paquimetría mínima.88 Esto confirma que la protrusión se 
localiza más periféricamente en DPM que en QC. 

 
El estudio de la aberrometría corneal anterior ha ido adquiriendo importancia en 

la patología ectásica, siendo aplicado para la detección y gradación del QC. El QC 
muestra niveles de coma primario vertical y coma-like más elevados que los niveles 
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existentes en córneas sanas.89 QC y DPM, producen un aumento notable del coma de 
alto orden;90 pero generalmente presentan un signo opuesto en la aberración 
esférica, siendo positivo en la DPM y negativo en el QC.91 Esta diferencia posiblemente 
se deba a la posición del ápex corneal en relación con la pupila de entrada. 

 
Los valores paquimétricos muestran que el espesor corneal central suele estar 

reducido en los pacientes con QC frente a los sujetos sanos, mientras que en los 
pacientes con DPM suele estar dentro de la normalidad. En ambos tipos de ectasia, el 
patrón de isla central es el más común en los mapas de elevación anterior y 
posterior.85 Belin et al3 proponen que los estudios asociados con DPM deberían 
analizar el mapa paquimétrico completo cubriendo los 12 mm centrales de la córnea.  

 
El análisis de los parámetros biomecánicos corneales también parece resultar útil 

en el diagnóstico, ya que permiten detectar la debilidad estructural previa a las 
alteraciones topográficas.92,93 En comparación con la población normal, la patología 
ectásica muestra valores biomecánicos reducidos.94 Dicha reducción está además 
relacionada con las alteraciones aberrométricas corneales.95   

 
Para el diagnóstico de las ectasias, además de las pruebas mencionadas, la 

historia clínica debe incluir: edad del paciente, antecedentes personales y familiares, 
evaluación refractiva y evaluación de la progresión de la enfermedad. Los análisis 
repetidos permitirán evaluar la progresión y, por tanto, distinguir de una manera 
fiable entre lo patológico y lo normal.26  Los pacientes con QC, cuya edad de inicio es 
temprana, se asocian con una progresión más rápida en comparación con la DPM, 
que tiene un curso de progresión más lento.96 

 
El diagnóstico precoz adquiere especial importancia ante la realización de una 

cirugía refractiva; donde, la detección de una posible ectasia preoperatoria es esencial 
para evitar la ectasia progresiva postoperatoria.14,97 En candidatos jóvenes, la 
detección preoperatoria de una posible DPM puede ser difícil debido a la tardía edad 
de inicio que suele presentar la enfermedad. 

 

        1.3.6 Tratamiento.  

 
En la actualidad los tratamientos solo tienen como finalidad la compensación 

óptica de la irregularidad corneal, la eliminación y sustitución del área afectada por 
tejido sano, o el refuerzo estructural.98–100  
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En estadios leves, los pacientes pueden utilizar gafas o LC blandas.101–103 A 
medida que la patología progresa, la corrección visual suele realizarse con LC rígidas 
permeables al gas (RPG), híbridas o esclerales; que proporcionan una superficie óptica 
nueva y regular.104–106 Si la adaptación es correcta, el uso de LC no reducirá ni 
empeorará la progresión de la ectasia corneal.1,11,107 

 
La refracción y la corrección óptica deben intentarse en todos los pacientes con 

ectasia.108 En muchos casos, en estados moderados o avanzados de DPM, a pesar de 
ser evidente su astigmatismo corneal, se conserva una zona central uniforme que 
puede proporcionar una pequeña corrección refractiva con gafa;19,102 esto no ocurre 
en el QC. La adaptación de LC RPG en DPM puede ser más compleja que en QC por 
los descentramientos que ocasiona el astigmatismo contra la regla; la utilización de 
lentes con diámetros grandes mejora la estabilidad sobre la córnea.109,110 

 
Cuando la corrección en gafa es insuficiente, el uso continuado de LC es 

intolerable y la agudeza visual ha disminuido a niveles inaceptables, existen varios 
procedimientos quirúrgicos a los que optar.102,111,112 Por un lado, la inserción de 
segmentos o anillos intraestromales regulariza la forma de la córnea y centran el ápex 
corneal, permitiendo en algunos casos mejorar la adaptación de LC o mejorar la 
agudeza visual (AV); aunque rara vez la ganancia visual excede una o dos líneas en la 
enfermedad avanzada.113–115 Por otro lado, el trasplante corneal es un tratamiento 
destinado a estadios más avanzados, irreversible y que requiere un largo período de 
rehabilitación.116 Generalmente, los pacientes con DPM son malos candidatos para el 
trasplante por situarse el adelgazamiento de la córnea cercano al limbo. Los 
resultados visuales posteriores al trasplante son impredecibles, y es frecuente 
encontrarse complicaciones como rechazo corneal, neovascularización y 
astigmatismo residual.  

 
Otra modalidad quirúrgica es el crosslinking corneal. Este tratamiento, destinado 

a estadios leves-moderados, busca prevenir o detener la progresión de la enfermedad 
favoreciendo la rigidez de las fibras de colágeno estromales que mantienen la 
estructura corneal. Se ha confirmado que se trata de un método seguro y efectivo,117 
por ello se recomienda su utilización en niños y adolescentes diagnosticados con 
ectasia progresiva.118 Esta técnica intenta contribuir a que el trasplante corneal se 
posponga o se evite por completo.  

 
Finalmente, el Consenso Global de Queratocono y Enfermedades Ectásicas11 

recuerda la importancia de guiar al paciente para evitar el frotamiento ocular 
continuado; y recomienda usar medicación antialérgica tópica y lubricantes tópicos 
en pacientes con alergia, para así disminuir el impulso de frotarse. 
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2. Implicación de la superficie ocular en la ectasia 
corneal 

 

 

 

La superficie ocular de los pacientes con ectasia corneal muestra numerosos 
cambios que generalmente guardan relación con la progresión de la enfermedad. Se 
han observado alternaciones en la película lagrimal y anomalías estructurales, 
metabólicas y funcionales, no solo de la córnea, sino también del tejido conjuntival.   

 
La película lagrimal es esencial para mantener la homeostasis ocular.119 El fluido 

lagrimal es secretado por las glándulas lagrimales y está formado por una capa interna 
de mucina, una capa media acuosa y una capa externa lipídica; por tanto está 
compuesta de lípidos, proteínas, péptidos, proteasas, inhibidores de proteasas y 
metabolitos.120 La lágrima lubrica y protege la superficie ocular, además, nutre el 
epitelio corneal y el estroma anterior suministrando nutrientes y productos 
metabólicos. La composición del film lagrimal puede verse modificada ante diferentes 
condiciones oculares,121 por ello el análisis de sus marcadores moleculares constituye 
una fuente de información con importante valor diagnóstico.122 

 
El 70% de los pacientes con QC parecen mostrar valores de BUT (del inglés 

“BreakUp Time”) más reducidos que los sujetos normales, además, esta reducción 
parece ser mayor en QC moderado y avanzado.123 Este estudio evidencia, a su vez, 
que independientemente del grado de afectación de la enfermedad, los ojos con QC 
tienen valores normales en el Test de Schirmer. Todo ello sugiere que, a pesar de no 
existir correlación directa entre ojo seco y ectasia, el aumento de la curvatura corneal, 
los cambios en las células epiteliales conjuntivales, y la posible alteración de la 
secreción de mucina por el epitelio corneal enfermo, contribuyen a la inestabilidad 
en la película lagrimal. Además, la liberación de productos de degradación de 
colágeno y de mediadores inflamatorios también puede afectar negativamente a la 
estabilidad de la película lagrimal en los pacientes con ectasia corneal.124  

 
La córnea es la porción anterior del ojo que cubre el iris, la pupila y la cámara 

anterior. Se trata de una estructura avascular y no linfática con una inervación muy 
densa. Es además un medio transparente. Forma la capa externa del ojo junto con la 
esclera, con la que se continúa. La transición entre ambas se denomina limbo 
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esclerocorneal, un área muy vascularizada de gran actividad celular. La cara anterior 
corneal está en contacto con el medio ambiente y con los párpados, y bañada por la 
película lagrimal. Su cara posterior está en contacto con el humor acuoso.  

 
Como se ha mencionado, el estudio histopatológico de la ectasia confirma que 

se trata de una enfermedad corneal anterior que, en casos leves a moderados, deja 
las porciones posteriores aparentemente ilesas.125 En 1963, Teng et al126 postularon 
que la liberación de enzimas tras la muerte de las células epiteliales basales podía 
promover la fragmentación de la membrana basal del epitelio corneal, las rupturas en 
la membrana de Bowman, la afectación de las fibras de colágeno y de los queratocitos 
estromales, y la alteración de las fibras nerviosas. Es decir, que el QC tendría una 
etiología epitelial, por tratarse de una enfermedad que se inicia en las capas 
ectodérmicas corneales y que posteriormente afecta a los tejidos de origen 
mesodérmico como el estroma.126 Los estudios con microscopía electrónica de 
barrido, en córneas con QC, muestran que a medida que progresa la enfermedad se 
desprenden un mayor número de células epiteliales sin ser reemplazadas, causando 
agujeros y depresiones en la superficie epitelial corneal.127,128 Estos estudios 
concluyen que existe un proceso de envejecimiento acelerado en la superficie 
epitelial corneal del QC.127,128 A pesar de la clara evidencia de un comportamiento 
epitelial anómalo, la variación de su espesor puede, hasta cierto punto, ser el 
resultado de una adaptación a la relación patológica con el tejido subyacente; 
volviéndose irregular y menos organizado en ausencia de la membrana basal anterior. 
Por todo ello, la mayoría de estudios confirman que el epitelio es un participante 
involucrado en el proceso de la ectasia corneal, aunque no evidencian si esta capa 
constituye el origen de la enfermedad o si es un respondedor pasivo.125 Tuori et al129 
argumentan que el adelgazamiento del estroma y la pérdida de queratocitos en el QC 
pueden preceder a los cambios epiteliales.  

 
Lo que sí es evidente es que la función del epitelio como barrera se ve 

comprometida en la ectasia corneal. Además, las interacciones entre los distintos 
tipos celulares presentes a nivel corneal pueden estar mediadas por citoquinas, 
factores de crecimiento y quimiocinas.130 Por tanto, los procesos inflamatorios 
observados en la ectasia pueden contribuir a la alteración de la homeostasis y de la 
barrera epitelial.131 Probablemente, el tratamiento de la ectasia corneal podría 
dirigirse hacia el epitelio corneal y conjuntival. 

 
En la conjuntiva de pacientes con ectasia corneal se puede observar metaplasia 

escamosa y pérdida de células caliciformes, así como un aumento de los niveles de 
enzimas lisosomales intraepiteliales.67 Ziangirova et al132 confirmaron la presencia de 
inflamación inmune en el tejido conjuntival de pacientes con QC. Todos estos hechos 
evidencian que la afectación ectásica implica a toda la superficie ocular. 
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3. Inflamación e inmunidad en la fisiopatología de 
la ectasia corneal 

 

 

 

 3.1   Inflamación. 

 
Normalmente, a nivel tisular, la inflamación se refiere a dilatación vascular, 

alteraciones en la permeabilidad capilar con mayor exudación de líquido, y 
acumulación de glóbulos blancos y proteínas inflamatorias. Sin embargo, la 
posibilidad de aplicar este criterio en la ectasia corneal se ve limitado por la naturaleza 
avascular de la córnea; por ello, los signos clásicos de inflamación no suelen ser 
clínicamente aparentes en la ectasia corneal. Al igual que el QC, la osteoartritis rompe 
las reglas clásicas para la definición de inflamación debido a la arquitectura avascular, 
aneural y alinfática del cartílago.133 Actualmente, la inflamación se considera un 
proceso caracterizado por la liberación y la activación de mediadores moleculares que 
promueven la lesión tisular.  

 
En la actualidad, la inflamación se considera uno de los principales componentes 

de la fisiopatología del QC.134,135 Un número creciente de artículos indican que los 
impulsores moleculares de la ectasia corneal pueden ser factores dependientes de la 
inflamación que causen la degradación de la matriz.7,8,54,58,65 Además, la inflamación 
observada en la ectasia corneal es similar a la inflamación crónica, y no a la 
inflamación aguda.136 

 

        3.1.1 Definición. 
 

La inflamación constituye un mecanismo de defensa, reparación y preludio a la 
recuperación funcional, puesta en marcha por el organismo cuando existe una 
alteración importante en la homeostasis de un tejido. Habitualmente se trata de una 
respuesta inespecífica frente a las agresiones del medio y tiene lugar principalmente 
en tejidos conectivos vascularizados. La respuesta inflamatoria (RI), tiene como 
finalidad inmediata detener la agresión y, posteriormente, reparar sus consecuencias. 
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Se trata de un fenómeno básicamente local, pudiendo ser secundario a una respuesta 
inmune.137 

   
Las causas que pueden dar lugar a una RI son variadas. Entre los principales 

desencadenantes de la inflamación se puede citar la agresión física (traumatismos 
oculares contusos y penetrantes, intervenciones quirúrgicas intra y extraoculares, 
roce sistemático provocado por una LC, radiaciones, cambios bruscos de 
temperatura), la actividad química (causticaciones, reacciones químicas), la actividad 
de microorganismos (virus, bacterias, hongos) y la agresión inmunológica (detección 
y respuesta frente a los diferentes tipos de antígenos). El organismo provoca una 
cascada inespecífica de procesos fisiológicos en los que participan elementos del 
sistema inmunitario innato, con el fin de reparar el daño celular y de restablecer la 
función normal del tejido.138  

 
La respuesta sistémica a la lesión tisular ha sido denominada reacción aguda. La 

inflamación aguda es un proceso a corto plazo y está integrada por los siguientes 
componentes: rubor (enrojecimiento causado por el aumento del flujo sanguíneo 
secundario a la dilatación de pequeños vasos sanguíneos), calor (producido por el 
metabolismo de los leucocitos y macrófagos que acuden al lugar de la lesión y por el 
aumento del flujo sanguíneo), tumor (hinchazón debido al edema que se produce al 
acumularse el líquido que sale de los vasos), dolor (producido por los nervios 
irritados), y consecuentemente, pérdida de función (debido a la falta de homeostasis 
y al gasto energético de los procesos de reparación que tienen lugar en el tejido).137 
Las inflamaciones agudas suelen ser muy floridas semiológicamente, mientras que las 
crónicas tienden a presentar cuadros indolentes. 

 
La inflamación crónica es, principalmente, la incapacidad de resolver la 

inflamación aguda. Se produce cuando ni el agente ni el huésped son lo 
suficientemente potentes para superar al otro. Puede durar semanas, meses o años 
y causa lesiones crónicas formadas por tejido conectivo laxo, fibroblastos infiltrados 
y células inflamatorias.  

 
Aunque la asociación entre la inflamación y el daño tisular se conocía desde hace 

tiempo, la primera se consideraba principalmente el resultado del daño más que una 
causa de éste. Esta cadena de acontecimientos puede producirse inicialmente en un 
nivel bajo y asintomático, lo que hace suponer que la inflamación crónica subaguda 
podría ser la causa de diversas patologías.139 La inflamación puede considerarse como 
la expresión de un conjunto de procesos celulares y moleculares complejos, que 
conducen a la defensa de los tejidos lesionados por un agente causal cualquiera que 
fuere su naturaleza. 
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        3.1.2 Mediadores inflamatorios en la ectasia corneal. 
 

La inflamación en la ectasia corneal se caracteriza por la acumulación de células 
y mediadores inflamatorios en la superficie ocular. Los mediadores inflamatorios son 
moléculas solubles que actúan localmente en el lugar de la lesión y regulan la RI. 
Pueden ser exógenos, producidos fuera del organismo, o endógenos, producidos 
dentro del organismo por las células lesionadas o activadas en la zona de inflamación. 
Además, pueden ser de naturaleza muy diversa: enzimas, radicales libres, citoquinas, 
moléculas de adhesión celular, MMPs… En algunos casos, la sobreexpresión de 
determinados mediadores inflamatorios puede contribuir a que fracase la función de 
defensa y, en vez de limitar su acción a los efectos beneficiosos, repercute 
negativamente en el tejido. 

 
Lema et al52 y Balasubramanian et al140 demostraron que los pacientes con QC 

tenían una menor concentración lagrimal de lactoferrina (Lf) que los sujetos control. 
La Lf es una proteína antiinflamatoria y antimicrobiana que juega un papel importante 
en la respuesta inmune del huésped y en la homeostasis ocular. Su reducción en el 
QC se correlaciona además con el grado de progresión de la enfermedad.140 Esta 
reducción significativa podría contribuir al aumento de los marcadores pro-
inflamatorios lagrimales en estos pacientes.7  

 
Además, Acera et al141 encontraron que el nivel de albúmina sérica en lágrima 

era tres veces mayor en ojos con QC que en ojos control. La presencia de albúmina 
sérica lagrimal indica un fallo en la acción de los vasos sanguíneos conjuntivales como 
barrera ocular, sugiriendo la presencia de inflamación conjuntival.141 También 
observaron una reducción significativa de los niveles lagrimales de lipofilina A y B.141 
Las lipofilinas son proteínas con propiedades antiinflamatorias y, su reducción en 
lágrima, sugiere que los procesos inflamatorios están más activos en la superficie 
ocular del QC que en la superficie ocular de un ojo sano.141 

  
Los estudios bioquímicos indican que el adelgazamiento y la protrusión 

encontrados en la ectasia corneal pueden deberse a procesos de degradación de 
macromoléculas corneales.123 El incremento en lágrima de IL-17 (interleuquina 17) 
que se observa en QC, sugiere que los procesos degenerativos tisulares contribuyen 
al debilitamiento del tejido conectivo corneal.54 Balasubramanian et al142 observaron 
un aumento lagrimal significativo de catepsina B  en pacientes con QC, una proteasa 
lisosómica capaz de degradar las proteínas de la matriz extracelular. La degradación 
tisular implica la expresión de mediadores inflamatorios.143 Al compararlos con 
sujetos normales, los pacientes con QC muestran mayores niveles de MMP9 en 
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lágrima.7 Las MMPs también son enzimas responsables de la degradación de 
proteínas de matriz extracelular y se secretan en respuesta a citoquinas y factores de 
crecimiento. A esto se suma una reducción de inhibidores tisulares de 
metaloproteasas (TIMPs) en el QC. Se sabe que la MMP9 reduce las funciones de la 
barrera corneal epitelial,144 proporcionando una estimulación inflamatoria crónica de 
bajo grado y promoviendo un medio inflamatorio sostenido. 

  
Se ha evidenciado que los queratocitos de las córneas queratocónicas tenían 

cuatro veces más sitios de unión para la IL-1 que las córneas normales. La IL-1 liberada 
desde las células epiteliales puede difundir hasta el estroma superficial.145 Esta 
interleuquina induce la apoptosis de los queratocitos estromales in vitro.57 La 
apoptosis ha sido demostrada en los queratocitos y en las células epiteliales de las 
córneas con QC, pero no en controles normales.56 Esta pérdida se traduce en la 
aparición de erosiones corneales epiteliales y subepiteliales en pacientes con QC.146 

 
Varios estudios de nuestro grupo demostraron la sobreexpresión de citoquinas 

inflamatorias a nivel lagrimal.7,8,52,58 En 2009, Lema et al8 demostraron la posible 
patogénesis inflamatoria del QC, al observar un aumento en el nivel de IL-6 
(interleuquina 6) y TNFα (factor de necrosis tumoral alfa) en ojos subclínicos y 
queratoconos, mientras que la MMP9 se detectó solo en lágrima de pacientes con 
enfermedad manifiesta.[Figura.6] El TNFα es una proteína transmembrana producida 
en respuesta a productos bacterianos, IL-1 o IL-6; y se considera un mediador 
importante de la inflamación sistémica y local. 

 
 

 
 

Figura.6. Niveles lagrimales de IL-6, TNFα y MMP9 en ojos con QC (KC), QC subclínico (SC-KC) y 
control. (Figura cedida por la Dra Isabel Lema Gesto del estudio con referencia8). 
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Sorkhabi et al 147 demostraron el aumento de citoquinas proinflamatorias (IL-6, 

IL-1β e interferón) y la reducción de citoquinas antiinflamatorias (IL-10 (interleuquina 
10)) en lágrima de pacientes con QC. Balasubramanian et al65 también evidenciaron 
que los pacientes con QC tenían niveles de citoquinas (IL-6, TNFα y TNFβ), de actividad 
proteolítica (colagenasas) y de sobrexpresión de MMPs significativamente superiores 
a los ojos normales. Jun et al54 confirmaron el aumento de los niveles lagrimales de 
IL-6 y sugieren que el desequilibrio en la expresión de citoquinas es el responsable de 
alterar la homeostasis corneal en el QC. Actualmente no está claro si estas 
alteraciones en las concentraciones de citoquinas son la causa de la enfermedad o un 
efecto de ella.148 

 
Algunos estudios reflejaron además la correlación entre los mediadores 

inflamatorios en lágrima y el grado de progresión de la ectasia corneal. Kolozsvári et 
al149 revelaron una asociación positiva significativa entre IL-6 y el valor de máxima 
curvatura corneal, así como una relación negativa entre IL-13 (interleuquina 13) y la 
gravedad de la enfermedad. Pásztor et al150 observaron que los niveles de MMP9 se 
incrementaron significativamente en asociación con K2 (meridiano corneal más 
curvo) del Pentacam. 

 
 

 
 
 
Figura.7. Mediadores inflamatorios implicados en la ectasia corneal. Esquema propio 
(basado en referencias del apartado 3.1.2). 
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A todos estos cambios, se suma la posibilidad de que cualquier comorbilidad de 
naturaleza inflamatoria (el frotamiento ocular, la enfermedad atópica y/o alérgica, el 
roce de LC…) se agregue sinérgicamente a la inflamación relacionada con la ectasia 
corneal y exacerbe su proceso patogénico. 

 
Por otro lado, Nemet et al151 encontraron cierta asociación entre el QC y varias 

condiciones inmunes. Estos hallazgos sugieren que, junto con los mediadores 
inflamatorios, el sistema inmune puede tener un importante papel en la patogénesis 
del QC. Jun et al54 postulan que, en pacientes con QC, la inflamación ocular 
evidenciada en la superficie ocular se debe a alteraciones en la homeostasis inmune. 
Una mejor comprensión sobre la compleja interacción que existe entre los 
mediadores inflamatorios y el sistema inmune podría servir como una vía para inhibir 
el adelgazamiento corneal patológico del QC y de la DPM.   
 

 

 3.2   Inmunidad. 

 

        3.2.1 Definición. 
 

El sistema inmune de mamíferos utiliza una serie de mecanismos para detectar 
y eliminar patógenos invasores, permitiendo discriminar entre lo “propio” y lo “no-
propio”. La respuesta inmune se clasifica en inmunidad innata e inmunidad 
adaptativa. Ambos procesos reconocen microorganismos invasores como “no-
propios”, lo que desencadena la respuesta inmune primaria y la inflamatoria 
secundaria para eliminarlos.152 La inmunidad innata representa la primera línea de 
defensa contra los patógenos y no requiere la exposición previa del organismo a 
antígenos ajenos para su activación. La inmunidad adaptativa se activa a través de 
señales procedentes del sistema inmune innato que inducen la proliferación de 
linfocitos T y B específicos para cada antígeno. La respuesta adaptativa es mucho más 
diversa que la respuesta innata, pudiendo reconocer un número indefinido de 
antígenos. A pesar de esta gran diversidad, el sistema inmune adaptativo ha sido muy 
estudiado, mientras que la investigación de la respuesta inmune innata está menos 
avanzada. 

 
La inmunidad innata se activa inmediatamente después del reconocimiento de 

los patógenos microbianos. Las células inmunes innatas expresan diferentes 
receptores de reconocimiento de patrones (PRRS) (del inglés “pattern recognition 



Introducción 

 31 

receptors”), que reconocen determinadas moléculas de los agentes patógenos. Estas 
moléculas constituyen un componente esencial para la supervivencia del patógeno y 
son conocidas como patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) (del inglés 
“pathogen associated molecular pattern”). Hasta la fecha, se han identificado varios 
tipos de PRRS como: los receptores Toll-like (TLRs), los receptores NOD-like (NLRs) y 
los receptores RIG-I-like (RLR). La función de estos PRRS es reconocer PAMPs y 
desencadenar la liberación de citoquinas inflamatorias e interferones para la defensa 
del huésped. La respuesta del sistema inmune innato es importante no sólo para 
eliminar los agentes patógenos, sino también para desarrollar la inmunidad 
adaptativa específica ante un patógeno. Los TLRs son receptores innatos que se 
expresan en diversas células inmunes y no inmunes de los mamíferos, y que juegan 
un papel importante en la respuesta inmune adaptativa humoral y celular.153 
 

  
        3.2.2 Importancia de la inmunidad en la superficie ocular. 
 

La superficie ocular está expuesta constantemente a agresiones externas 
(infecciosas, tóxicas y/o traumáticas). Para mantener la transparencia ocular son 
necesarios mecanismos de defensa mecánicos, anatómicos e inmunológicos. Los 
mecanismos defensivos inmunológicos en la superficie ocular incluyen la inmunidad 
innata y adaptativa. Se dice que el ojo es un órgano dotado de privilegio inmune en el 
que la inflamación, en condiciones normales, se autorregula preservando el buen 
funcionamiento de las partes que lo integran.154 Los mecanismos que le otorgan el 
privilegio inmune son: las barreras anatómicas, celulares y moleculares que lo 
conforman, la tolerancia inmunológica asociada a la cámara anterior y el 
microambiente intraocular inmunosupresor.154 

 
La glándula lagrimal es el principal efector en el sistema inmune secretor del ojo, 

contribuyendo a defender la superficie ocular.121 Produce muchos componentes 
inmunológicos con actividad antibacteriana y antiinflamatoria (como citoquinas, Lf…) 
que juegan un papel importante en la defensa inmune específica e inespecífica. 
Gracias a ello, la película lagrimal desempeña un papel crítico en la defensa ocular, así 
como en el mantenimiento de la integridad conjuntival, la claridad corneal y la 
agudeza visual.121  

 
Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular que intervienen en la 

comunicación entre células. Desempeñan un papel esencial a nivel inmunológico, ya 
que pueden iniciar, amplificar o regular negativamente la respuesta inmune, así como 
influir en los procesos inflamatorios.155 El equilibrio entre las citoquinas 
proinflamatorias y antiinflamatorias es crucial para determinar el resultado de los 
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mecanismos de defensa inmunitaria. En la superficie ocular, las células corneales y 
conjuntivales también han demostrado producir citoquinas.  

 
La Lf también modula las reacciones inflamatorias oculares y disminuye la 

formación de peróxidos inducidos por la radiación ultravioleta en las células 
epiteliales corneales. Además, la Lf induce vías de señalización que implican a los 
receptores Toll-like, regulando la expresión de genes involucrados en la producción 
de mediadores inflamatorios, modulando efectos antiapoptóticos.156 Un estudio de 
nuestro grupo demostró la disminución de los niveles de Lf lagrimal en pacientes con 
QC.52 [Figura.8]  

 
 

 

Figura.8. Estudio proteómico donde se observó una disminución en lágrima de Lf en pacientes 
con QC. (Imagen cedida por la Dra Isabel Lema Gesto del estudio con referencia52). 

 
 
La córnea contribuye al privilegio inmune debido a la ausencia de vascularización 

y de drenaje linfático. Las células epiteliales actúan como primera línea de defensa, 
en parte, mediante la activación de la inmunidad innata.157 La inmunidad innata hace 
que el epitelio corneal intacto sea resistente a la infección a pesar de su exposición 
continua a microorganismos que residen, como flora bacteriana normal, en el saco 
conjuntival y en el borde del párpado. En muchos casos, factores que suelen ser pro-
inflamatorios para otros tipos de células, no inducen una respuesta de defesa en las 
células epiteliales corneales.158 Por ello, la inmunidad innata en este epitelio difiere 
de la inmunidad innata convencional, e indica una relación simbiótica entre el epitelio 
corneal y los microbios que habitan en la superficie ocular.  
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Sin embargo, una alteración en la integridad epitelial o una reacción exagerada 
como defensa a antígenos endógenos, pueden inducir el inicio y la perpetuación de 
la respuesta inflamatoria. Esto es especialmente importante en el epitelio corneal, 
avascular y transparente, donde la formación de tejido cicatricial como respuesta 
inflamatoria ante un agresor puede producir opacificación y pérdida de la visión. 

 

 3.3   Receptores Toll-like. 

 
Los TLRs son proteínas transmembrana tipo I, evolutivamente muy conservados 

entre insectos y mamíferos. Su activación induce la expresión de genes que participan 
en la respuesta inflamatoria.159,160 Originariamente, el receptor Toll fue identificado 
como una molécula esencial en la embriogénesis de la mosca Drosophila 
melanogaster.161 En 1996, Lemaitre et al162 observaron que las moscas que carecían 
de Toll eran más susceptibles a la infección fúngica, evidenciando que este receptor 
tenía además una función de defensa. Un año más tarde se identificó el primer 
homólogo humano del receptor Toll de Drosophila, al que se le llamó “receptor Toll-
like”.160  

 
El término alemán “toll”, fue dado por Nüsslein-Volhard al ver que las moscas 

que no tenían esta molécula se desarrollaban de una forma “extraña o fantástica”.163 

 

        3.3.1 Estructura y vías de activación. 
 

Los TLRs están constituidos por un dominio extracelular (LRR) rico en aminoácido 
leucina, común a multitud de proteínas implicadas en el reconocimiento de ligandos 
y en la transmisión celular de señales. Poseen también un dominio intracelular, 
común al dominio de señalización del receptor de IL-1 en mamíferos, al que se le 
denominó dominio TIR (Toll/IL-1R).159 Mediante la región LRR los TLRs reconocen sus 
ligandos y transmiten la señal intracelular a través del dominio TIR con interacciones 
del tipo proteína-proteína. 

 
La vía de señalización más común está mediada por MyD88 (gen de respuesta 

primaria de diferenciación mieloide 88), una proteína adaptadora que media la unión 
del TLR al receptor IL-1. Básicamente, la unión de los ligandos exógenos o endógenos 
al TLR, promueven el reclutamiento de MyD88 en su fracción intracelular. Tras ser 
estimulado, MyD88 interactúa con el receptor IL-1 asociado a quinasa (IRAK) (del 
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inglés “IL-1R associated kinase”) tipo 1 y 4. IRAK 1 es fosforilado por IRAK4. IRAK 1 se 
une a la proteína adaptadora TRAF 6 (proteína transformadora de la tirosina quinasa 
6), que actúa a través de dos vías de activación. Una lleva a la activación del factor de 
transcripción AP-1 y la otra activa el complejo TAK1/TAB intensificando la actividad 
del complejo IKK. El complejo IKK, fosforila el dominio IκB del factor de transcripción 
nuclear kappa beta (NF-κB) (del inglés “factor nuclear-κB”), promoviendo la 
degradación de IκB y la translocación de p65 del NF-κB hacia el núcleo. [Figura.9] La 
translocación de NF-κB al núcleo media la expresión de genes inflamatorios como el 
óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2), así como la 
liberación de citoquinas proinflamatorias (IL-1, TNFα, IL-6), la liberación de moléculas 
de adhesión como la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) y la molécula de 
adhesión celular vascular 1 (VCAM-1), etc.164,165 En definitiva, se pone en marcha la 
respuesta inflamatoria secundaria a la respuesta inmune innata. Curiosamente, 
también se sabe que NF-κB puede poner en marcha importantes vías de protección, 
especialmente antiapoptóticas. 

 
Existe otra vía de señalización de TLRs no mediada por MyD88, denominada “vía 

independiente de MyD88” o “vía dependiente de TRIF”, que conduce a la activación 
del factor de transcripción IRF3 y NF-κB.164 

 
 

 

 
Figura.9. Vía de señalización de TLRs mediada por MyD88. Esquema propio (basado en 
referencias159,166,167)(CC).    
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        3.3.2 Localización, clasificación y ligandos. 

 
Los TLRs se expresan fundamentalmente en las células del sistema inmune: 

linfocitos, monocitos, neutrófilos, etc.; pero también se expresan en células 
epiteliales y endoteliales. En mamíferos existen al menos 11 TLRs, cada uno de los 
cuales parece ejercer una función específica en el reconocimiento inmune innato. A 
nivel celular, los TLRs se localizan en diferentes regiones; TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y 
TLR6 se expresan en la membrana celular, mientras que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se 
sitúan en compartimentos celulares como los endosomas.167 

 
Como se ha descrito, los TLRs detectan la presencia de agentes exógenos 

(infecciosos) o endógenos (que provienen del daño celular) mediante el 
reconocimiento de PAMPs.168 [Figura.10] Algunos ejemplos de PAMPs exógenos son 
el lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram-negativas, el peptidoglicano o lipoproteína 
de bacterias Gram-positivas, la flagelina, determinadas secuencias de ADN 
microbiano y el ácido ribonucleico (ARN) de doble cadena que producen la mayoría 
de los virus durante su ciclo replicativo.  

 
 

 

 

Figura.10. Principales ligandos exógenos y endógenos de los TLRs. TLR2 combinado con TLR1 o 
con TLR6 reconoce lipoproteínas o péptidoglicanos, TLR4 media la respuesta al LPS, TLR5 
reconoce la flagelina, TLR3 reconoce el ARN bicatenario (dsRNA), TLR7 y 8 median la respuesta 
al ARN monocatenario (ssRNA), y TLR9 reconoce ADN. Además, cabe destacar el papel de la 
fibronectina celular (cFn), la proteína de choque térmico 60 (HSP60) y de la lactoferrina (Lf) 
como ligandos endógenos de TLR2 y TLR4. Esquema propio (basado en referencias153,166).(CC) 
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Varios estudios han demostrado que los ligandos endógenos de los TLRs pueden 
activar estos receptores de la misma manera que los ligandos procedentes de agentes 
infecciosos.169 Algunos ejemplos de ligandos endógenos son la fibronectina celular 
(cFn), las proteínas de choque térmico (HSP), la lactoferrina (Lf), derivados de 
influencia hormonal, ácidos grasos insaturados, ADNs y ARNs celulares, etc. Estas 
proteínas se consideran “señales endógenas de peligro”, ya que son reconocidas por 
los TLRs tras un daño celular.170 El listado publicado de ligandos endógenos de los TLRs 
se sigue incrementando en la actualidad. 

  
Por tanto, los TLRs desempeñan un papel fundamental en el reconocimiento 

extracelular de PAMPs, y contribuyen al proceso fisiopatológico de muchas 
enfermedades autoinmunes o que representan una respuesta fisiológica al daño 
tisular. 168,169,171 

 

        3.3.3 TLRs en la superficie ocular. 

 
El ARN mensajero (ARNm) de los TLRs, es decir, la información genética necesaria 

para la elaboración de las proteínas receptoras Toll-like, está presente en el epitelio 
corneal y conjuntival, e incluso en fibroblastos y células endoteliales.172–174 [Figura.11]  

 
Ueta et al157 demostraron que las células epiteliales de la superficie ocular 

humana, reconocen y responden selectivamente a componentes microbianos e 
inducen inflamación mediante la vía de activación de los TLRs. Además, afirman que  

 

 

Figura.11. Expresión de ARN mensajero (mRNA) de TLR en la superficie ocular. Esquema propio, 
basado en referencias 172–174, sobre secciones de tejido humano y células primarias cultivadas. 
(CC) 
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la disfunción o la anormalidad de la inmunidad innata pueden llevar a la inflamación 
de la superficie ocular.157 

 
Mediante inmunohistoquímica en tejido humano, se demostró que las proteínas 

TLR2, TLR3 y TLR4 se expresaban en células epiteliales, corneales y conjuntivales, de 
la capa basal a la superficial.157 Sin embargo, el TLR5 se expresaba solo en la capa 
basal, indicando una presencia espacial selectiva. A pesar de que inicialmente las 
capas superficiales epiteliales no expresasen TLR5, ante flagelina derivada de 
bacterias patógenas, las células epiteliales respondían a través de este receptor 
produciendo citoquinas proinflamatorias.175 Por lo tanto, se especula que el TLR5 del 
epitelio superficial no es funcional en una superficie ocular sana, siendo activada su 
expresión ante una agresión determinada. 

Como ya se ha mencionado, la ectasia corneal desencadena una respuesta 
inflamatoria en la superficie ocular. Este fenómeno podría ser dependiente de los 
TLRs, por ello es importante evaluar el papel de estos receptores en la ectasia corneal. 
 

 

        3.3.4 Potencial terapéutico del bloqueo de los TLRs. 
 

 
Los TLRs pueden desempeñar un papel inmunomodulador precoz, ya que, como 

actúan antes de la cascada de activación del sistema inmune e inflamatorio, su 
inhibición inducirá una reducción drástica de los niveles de citoquinas. La inhibición 
de los TLRs será más eficaz que la inhibición de las moléculas inflamatorias en sí 
mismas.176,177  

 
En aquellas enfermedades en las cuales la inflamación exacerbada sea la causa 

de los procesos patológicos, se podrían administrar inhibidores o antagonistas para 
los TLRs o para las vías implicadas en su activación.176–178 Respecto a los mecanismos 
de inhibición, existen varias alternativas. Una opción es utilizar anticuerpos 
neutralizantes, pero solo sirven contra los TLRs de la superficie celular; es decir, TLR 
1, 2, 4, 5 y 6. Los antagonistas sintéticos pueden utilizarse contra cualquiera de los 
miembros de la familia TLR; sin embargo, es difícil predecir su eficacia y sus posibles 
efectos secundarios. Otra posibilidad es la inhibición de las rutas de señalización al 
bloquear algunas de las quinasas de la cascada de activación; lo cual permite bloquear 
múltiples TLRs al mismo tiempo, aumentando su eficacia pero pudiendo causar una 
inmunosupresión excesiva.  
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Por otro lado, las patologías causadas por infecciones, podrían beneficiarse del 
tratamiento con agonistas de los TLRs al aumentar la capacidad del sistema inmune 
para luchar contra la infección.176,178 Un ejemplo de agonista del TLR2 sería el 
Pam3CSK4, un lipopéptido sintético que mimetiza el terminal de las lipoproteínas 
bacterianas. Además, estos agonistas podrían ser útiles como coadyuvante de 
vacunas. 

 
Puesto que un estudio reciente de nuestro grupo ha demostrado la implicación, 

a nivel sistémico, de los TLRs en la ectasia corneal;179 su modulación a través del 
bloqueo de los ligandos endógenos o mediante la utilización de anticuerpos 
neutralizantes podría suponer una diana terapéutica muy útil. 
 

 

 3.4   Modelo de ectasia corneal para investigación básica. 

 
Uno de los problemas que limita el estudio de la fisiopatología de la ectasia 

corneal es la recolección del tejido. Si bien una muestra de sangre generalmente no 
es difícil de recolectar, la recolección de tejido corneal completo o su fragmento se 
limita a los pacientes con trasplante de córnea o crosslinking. Además, no es posible 
obtener córnea sana de donantes vivos para análisis comparativos. Por lo tanto, los 
tejidos corneales control a menudo se derivan de individuos, con otros eventos 
corneales, que fueron remitidos para trasplante de córnea.  

 
Un buen modelo para la investigación podrían ser las líneas celulares derivadas 

de diferentes partes de la córnea humana, es decir, líneas celulares epiteliales, 
endoteliales o fibroblastos corneales. Sin embargo, el establecimiento y cultivo de 
líneas celulares es difícil y a menudo falla. Además, las líneas de células corneales 
tienen una vida útil limitada y pueden no reflejar exactamente las propiedades de las 
células in vivo. Existen líneas celulares de tejido corneal humano sano, pero ningún 
laboratorio comercializa líneas celulares corneales de ojo con ectasia corneal. 

 
Esto mismo ocurre para el análisis de otras enfermedades de la superficie ocular. 

Redfern et al180 crearon un modelo de sequedad ocular cultivando células de epitelio 
corneal y conjuntival humano sano bajo condiciones de estrés hiperosmolar. En el 
caso de la ectasia corneal, debido a la complejidad y el desconocimiento que se tiene 
acerca de su etiología, no existe actualmente ningún modelo adecuado para la 
investigación básica.  
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Los estudios in vitro han sido muy útiles para demostrar el papel de múltiples 
moléculas como ligandos endógenos de los TLRs, para estudiar el efecto de sus vías 
de activación en el desencadenamiento de la inflamación, y para probar fármacos 
potenciales que bloqueasen dichas vías. Si la implicación tisular de los TLRs en la 
ectasia corneal estuviese demostrada, podrían suponer una opción para intentar 
reproducir la fisiopatología de la enfermedad ectásica en cultivos de células corneales 
humanas sanas. 

 
Por otro lado, un modelo animal también sería una herramienta valiosa que 

ayudaría a comprender mejor la fisiopatología de la enfermedad, verificar las 
hipótesis patogénicas y evaluar los posibles tratamientos. Estudios previos han 
intentado utilizar un modelo animal de ectasia corneal que implicaba la eliminación 
del exceso de estroma corneal, simulando así una ectasia corneal posquirúrgica.181 Sin 
embargo, este modelo difiere en histopatología y estructura al QC y a la DPM, por lo 
tanto no constituye un modelo ideal.   
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Las ectasias corneales son enfermedades que cursan con alteración de la 
respuesta inflamatoria (aumento de IL-6, TNFα y MMP9), pudiendo estar mediada por 
la activación de los TLRs. La hipótesis del proyecto postula que la inflamación es el 
mecanismo central en el desencadenamiento de los cambios estructurales que 
condicionan el inicio y progresión de la ectasia corneal, siendo esta inflamación 
inmunidad innata dependiente. Por ello, la expresión de TLRs (TLR2 y TLR4) estará 
exacerbada en células epiteliales de la córnea y conjuntiva de pacientes con QC y 
DPM, en comparación con sujetos control. Asimismo, la expresión de estos TLRs en 
pacientes con ectasia será mayor a medida que la enfermedad avance.   

 
Los familiares de primer orden de pacientes con ectasia corneal, debido a las 

alteraciones corneales topográficas y a la posible asociación genética, tienen cierta 
susceptibilidad para desarrollar la enfermedad. Postulamos que, en estos sujetos, la 
expresión de TLRs (TLR2 y TLR4) también puede estar alterada en células epiteliales 
corneales y conjuntivales en comparación con los sujetos control.   

 
De acuerdo con las hipótesis postuladas, si los receptores Toll-like 2 y 4 

intervienen en la fisiopatología de la ectasia corneal; el bloqueo de ambos receptores 
podría suponer una diana terapéutica efectiva permitiendo la modulación de la 
respuesta inflamatoria generada.  
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El objetivo principal de este estudio es demostrar que los receptores Toll-Like 2 
y 4 pueden constituir una diana diagnóstica, pronóstica y terapéutica en la ectasia 
corneal.  

 
La capacidad diagnóstica y pronóstica, de TLR2 y TLR4, se evaluará mediante un 

estudio clínico en pacientes con ectasia corneal, familiares de primer orden y sujetos 
control. La capacidad antiinflamatoria del bloqueo de los TLRs como posible diana 
terapéutica se evaluará mediante un estudio in vitro en cultivos celulares de epitelio 
corneal humano.  

 
Objetivos específicos secuenciales:  
 

 

 

1.  Demostrar que la expresión de TLR2 y TLR4 en células del epitelio corneal y 
 conjuntival de pacientes con ectasia corneal es mayor que en familiares de 
 primer orden; siendo en ambos casos mayor que en sujetos control. 

2.  Demostrar la relación entre la expresión de los TLRs con el grado de ectasia 
 mediante estudios topográficos y tomográficos corneales. 

3.  Demostrar la correlación entre la expresión de TLR2 y 4 en células del epitelio 
 corneal y conjuntival de pacientes con ectasia corneal y los ligandos 
 endógenos (fibronectina celular (cFn), HSP60 y lactoferrina (Lf)) presentes en 
 lágrima. 

4.   Analizar la evolución de la expresión de los TLRs tras año y medio de 
 seguimiento. 

 

 

 

5.   Demostrar la expresión y estimulación de TLR2 y TLR4 en cultivos primarios 
 e inmortalizados de células epiteliales humanas sanas. 

6.   Demostrar el bloqueo de la respuesta inflamatoria mediada por TLR2 y TLR4 
 con Lf y anticuerpos específicos neutralizantes de los TLRs. 

Clínicos 

In Vitro 
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Material y Método 

 

 
 

 4.1   Características de la muestra y diseño del estudio.  

 

Para la realización de este estudio se contó con una muestra total de 263 ojos 
(138 sujetos), divididos en cuatro grupos: 

• Grupo control: 72 ojos sanos pertenecientes a 36 sujetos control, pareados 
 en edad y sexo con el resto de grupos y sin antecedentes familiares conocidos 
 de ectasia corneal.  

• Grupo de familiares de primer orden de pacientes con ectasia corneal: 53 
 ojos sanos de 27 sujetos con antecedentes familiares de ectasia corneal. 

• Grupo de QC: 109 ojos con queratocono pertenecientes a 60 pacientes. 
• Grupo de DPM: 29 ojos con degeneración pelúcida marginal; 15 pacientes. 

A todos ellos se les aplicó un protocolo clínico, topográfico, aberrométrico, 
tomográfico y de extracción de muestra biológica común [Anexo 1].  

La selección de la muestra y el desarrollo de los exámenes clínicos, topográficos, 
aberrométricos, paquimétricos y de elevación se llevaron a cabo en la Unidad de 
Contactología Clínica del Instituto Gallego de Oftalmología (INGO), Hospital Provincial 
de Conxo del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela (CHUS). 
Donde disponemos de cada historia clínica, en la que figuran el diagnóstico, la 
evolución y los resultados de las pruebas realizadas. La extracción, el procesado y el 
análisis de las muestras biológicas se llevaron a cabo en el Laboratorio de 
Investigación en Neurociencias Clínicas (LINC) del CHUS.  

A todos los pacientes y sujetos de estudio se les proporcionó la información del 
proyecto por escrito y firmaron el consentimiento informado aprobado por el Comité 
Ético de Investigación Clínica de Galicia (Código: 2015/436) [Anexo 2].  



 
 

  
Uxía Regueiro Lorenzo. 
Receptores Toll-like como diana diagnóstica y terapéutica en las ectasias corneales. 52 52 

Mediante este estudio analítico, observacional, longitudinal prospectivo; se 
pretendió evaluar la implicación de TLR2 y TLR4 como marcadores diagnósticos y 
pronósticos para las ectasias corneales. 

 
        4.1.1 Cronograma temporal. 
 

En diciembre de 2014 comenzó la selección de sujetos y pacientes. A los dos 
meses, se empezaron a realizar los exámenes clínicos y la extracción de muestra. Las 
muestras de epitelio corneal y conjuntival se analizaron tras su recogida mientras que 
las de lágrima se analizaron al terminar la inclusión. Por tanto; los procesos de 
selección e inclusión se realizaron paralelamente a los procesos de recogida y análisis 
de muestra. Todo ello se llevó a cabo durante un año y medio, dándose por terminado 
en mayo de 2016. El análisis de los resultados obtenidos en este bloque inicial se 
extendió hasta julio de 2016. 

Unos meses después, en octubre de 2016, los sujetos y pacientes que ya habían 
sido incluidos en la muestra inicial volvieron a ser citados, con el fin de realizar un 
seguimiento de las pruebas anteriores. Esta vez, tanto el desarrollo de los exámenes 
como la recogida y el análisis de las muestras duraron ocho meses, finalizando en 
mayo de 2017. El análisis de los resultados obtenidos en este segundo bloque y la 
comparativa con los resultados iniciales se extendió hasta septiembre de 2017. 

 
        4.1.2 Determinación del tamaño muestral.  

 
El cálculo se realizó mediante el software EPIDAT 3.1, tomando como variable 

principal del estudio a la que determina los niveles de TLR2. La estimación del tamaño 
muestral se basó en los resultados obtenidos en estudios previos de nuestro grupo. 
Así, datos previos muestran que los ojos con QC presentan niveles de TLR2 en células 
epiteliales corneales un 50% más que los ojos subclínicos y un 100% más que los 
sujetos control. Con estos datos, y para un estudio exploratorio, aceptando un riesgo 
α=0.05 y un riesgo β=0.20, serían necesarios al menos 56 ojos con QC y 59 ojos 
control. La ausencia de estudios semejantes impidió realizar el cálculo de la muestra 
necesaria para el grupo de familiares y de DPM. Aunque, teniendo en cuenta la baja 
incidencia de la DPM en la población general, consideramos que nuestra muestra 
aporta un número de casos suficiente para ser analizada con una buena potencia 
estadística. 
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 4.2    Criterios de selección.  
 

Se instó a participar en el estudio a todos aquellos sujetos sanos o pacientes con 
ectasia corneal que cumpliesen los criterios de selección y que acudiesen a la consulta 
para sus revisiones oculares. A todos los reclutados se les citó para realizar revisiones 
de seguimiento y tomas de muestra.  

 
        4.2.1 Criterios de inclusión. 

 
En todos los grupos se tenían que cumplir las siguientes condiciones:  

√ Edad comprendida entre 12 y 65 años. 
√ Firma del consentimiento informado. 
√ Hiperemia conjuntival no superior a 2 en la escala de Nathan Efron.182 
√ Test de Schirmer con valores superiores a 15mm en 5 minutos. 
√ Usuarios de LC: cesar el porte una semana antes de la valoración clínica para 

 usuarios de LC rígidas o híbridas, y tres días antes para usuarios de LC blandas. 
√ Usuarios de lágrima artificial u otro colirio: cesar su administración 7 días 

 antes. 
√ Diagnóstico clínico y topográfico característico de cada patología. 

De forma más específica: 

En el grupo control se incluyeron sujetos sanos, pareados en edad y sexo con el 
resto de grupos pero sin ser familiares consanguíneos de los mismos. Sin 
antecedentes familiares con ectasia corneal. Con valores topográficos, 
aberrométricos y tomográficos normales [Tabla.2]; sin astigmatismo irregular ni 
alteraciones biomicroscópicas sugerentes de ectasia corneal. 

En el grupo de familiares se incluyeron sujetos sanos, familiares consanguíneos 
de primer orden (hermanos o hijos) de pacientes con ectasia corneal (QC o DPM). Con 
valores topográficos, aberrométricos, paquimétricos y de elevación normales 
[Tabla.2]; pudiendo presentar patrones morfológicos topográficos característicos 
como en J invertida.31 

Se incluyeron en el grupo QC todos aquellos pacientes con queratocono 
manifiesto bilateral o unilateral, de grado leve a avanzado. Teniendo en cuenta como 
criterios de diagnóstico clínico, los topográficos de Rabinowitz-McDonell,183,184 los 
aberrométricos de Alió y Shabayek,89 el Índice de Predicción de Queratocono (KPI) 
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elaborado por Maeda et al,185 y los tomográficos asociados a QC con el sistema 
Orbscan II186,187 [Tabla.2]. 

El estadio de QC se valoró con la clasificación del grupo CLEK26; estableciendo, 
según el meridiano corneal más curvo (K2) del mapa queratométrico, como leve al QC 
con K2<45D, moderado con K2 entre 45D y 52D, y avanzado con K2>52D. Además, 
para completar el diagnóstico, era imprescindible la presencia de uno o más signos 
biomicroscópicos característicos de la enfermedad:1 nervios corneales prominentes, 
estrías de Vogt, anillo de Fleischer, protrusión corneal central o excéntrica y/o 
leucomas corneales.  

Por último, el grupo DPM lo constituyen pacientes con degeneración pelúcida 
marginal, bilateral o unilateral, diagnosticados a una edad ≥27 años, que presentan 
un patrón morfológico topográfico en pinza de cangrejo en el que la zona corneal más 
adelgazada se sitúa inmediatamente inferior al área de mayor curvatura corneal. Con 
valores topográficos, aberrométricos y tomográficos similares a los encontrados en 
QC [Tabla.2]; teniendo en cuenta que algunos índices dan falsos negativos y que la 
distancia media desde el centro corneal hasta el punto de mínimo espesor en 
pacientes con DPM será superior a la de los pacientes con QC (2.56mm y 1.27mm, 
respectivamente).15 Actualmente, no existen más criterios específicos aceptados para 
categorizar la DPM.53,88 

 
 

 

 
 

Topografía Aberrometría Tomografía 

Rabinowitz-
McDonnell183,184 

Maeda 
et al185 Alió y Sabayec89 Rao et al187 Fam et al186 Rao et 

al187 

Poder 
Dióptrico 
Central 
(PDC) 

Asimetría 
ínfero-

superior  
(I-S) 

Índice 
KPI Coma-like 

Punto 
mínimo 
espesor 

Elevación 
cara 

anterior 

Elevación 
cara 

posterior 

Normal ≤ 47.2 D < 1.4 D <0.23% < 0.65 μm >470μm <16.5μm <35μm 

QC ≥ 48.7 D > 1.9 D >0.23% > 0.65 μm <470μm >16.5μm >40μm 

Tabla.2. Recopilación de valores topográficos, aberrométricos y tomográficos establecidos 
como criterios diagnósticos para la diferenciación entre córneas normales y ectásicas. Tabla 
propia.  
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        4.2.2 Criterios de exclusión.  
 

Se excluyó del estudio a todos aquellos sujetos que presentasen alguna de las 
siguientes condiciones:  

× Incumplimiento de alguno de los criterios de inclusión. 
× Enfermedad, alteración o infección que pueda interferir en los marcadores 

 moleculares de inmunidad innata: enfermedades hepáticas, hematológicas, 
 renales, inmunológicas, alteraciones de la función tiroidea, tumores sólidos, 
 diabetes descompensada e infecciones previas a la recogida de muestra. 

× Inflamación ocular o sistémica en curso. 
× Tratamientos antiinflamatorios sistémicos o locales. 
× Intervenciones quirúrgicas recientes en el ojo. 
× Traumatismo o enfermedad corneo-conjuntival.  
× Embarazo. 
 

 

 4.3    Protocolo de exploración clínica.  
 

Para todos los grupos de estudio se ha seguido el mismo protocolo de 
exploración [Figura.12] [Anexo 3].  

En la anamnesis inicial se recogieron datos acerca del sexo, edad y presencia de 
enfermedad alérgica, general u ocular. Incluyendo como enfermedad alérgica: 
condiciones atópicas como rinitis, asma y dermatitis atópica, así como, alergias 
alimenticias, a medicamentos, a picaduras de insectos y a animales. Se recogió 
información sobre los tratamientos sistémicos y oculares en curso, los antecedentes 
familiares con ectasia corneal (QC o DPM, de primer y segundo orden), el porte de LC 
(anotando en caso afirmativo: el tipo de lente y el tiempo sin ella antes de la 
realización de las pruebas), junto con la presencia o ausencia de picor y/o frotamiento 
ocular. Además, en los pacientes con ectasia, se incluyó la edad a la que fueron 
diagnosticados. La información recogida en la historia (Hª) clínica del INGO fue 
contrastada con la Hª electrónica del servicio gallego de salud (IANUS).  

Se realizó una exploración clínica de la agudeza visual lejana (AVL) con y sin 
corrección, y un estudio biomicroscópico del segmento anterior con lámpara de 
hendidura (LH).  
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Sexo 
Edad  

Edad de diagnóstico 
Enfermedades alérgicas 
Enfermedades generales 
Enfermedades oculares 
Tratamientos generales 
Tratamientos oculares 

Hª familiar de ectasia corneal 
Porte de LC 
Picor Ocular 

Frotamiento Ocular 
 
 

Historia Clínica 

 

 

 

 

 

 

   

 
         

          

 
       

          
 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura.12. Esquema de los procedimientos exploratorios realizados, las variables clínicas 
estudiadas y el material utilizado en los exámenes clínicos. Figura propia. 
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CLÍNICO  
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Signos característicos de QC. 
Posibles complicaciones 
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K2 
dK 

PDmáx 
dPDmáx 

Asimetría I-S 
Índice KPI 

Clasificación morfológica 
Grado de QC 
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±1 

Coma-like 
 

 
 

Videoqueratoscopio 
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y 
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Paquimetría central 
Paquimetría mínima 
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Elevación de cara anterior 
Elevación de cara posterior 

 
 

Orbscan II T M 
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La AVL se midió con optotipos de Snellen proyectados a 6 metros, anotando la 
AVL mediante una escala decimal, estableciendo una clasificación del 1 al 7 donde el 
1 se corresponde con una AVL ≤0.05D y 7 con una AVL ≥1.00D. El estudio con LH 
permitió evaluar la presencia de signos corneales característicos de QC (nervios 
corneales prominentes, estrías de Vogt, anillo de Fleischer, leucomas), y cuantificar la 
gravedad de posibles alteraciones córneo-conjuntivales (neovascularización, 
epiteliopatía e hiperemia) comparándolas con la escala de Nathan Efron182. 

 
Para ello, el material utilizado fue el siguiente: autorrefractómetro Topcon RM 

8000B ATE 600 (nº de serie: 206963), unidad de refracción IS-600 de Topcon (nº de 
serie 1227386) con biomicroscopio Topcon SL-2 e instrumentos de refracción (lentes, 
gafa de prueba, oclusores, foróptero), retinoscopio y oftalmoscopio Welch-Allyn. 

 
Se evaluó la topografía y aberrometría corneal anterior con el 

videoqueratoscopio CA-100 software 1.4 de TOPCON (nº de serie: 16070132); y se 
analizaron los siguientes parámetros topográficos: PDC, meridiano corneal más plano 
(K1), K2, astigmatismo corneal (dK), punto de máximo poder dióptrico (PDmáx), 
distancia desde el centro hasta el PDmáx (dPDmáx), asimetría I-S e índice KPI. 
Morfológicamente, se utilizó la clasificación de Rabinowitz2 para categorizar el patrón 
topográfico de cada ectasia en redondo, oval, pajarita asimétrica o pinza de cangrejo. 
En caso de QC, el valor de K2 permitió distinguir el grado de severidad de la 
enfermedad.26 A nivel aberrométrico se seleccionaron los coeficientes de Zernike que 
evalúan la aberración comática de alto orden: coma vertical y horizontal (Z3

±1) y coma-
like (coma del orden 3 al 7); siempre para un tamaño pupilar de 6 mm de diámetro.  

  
Finalmente, para la exploración tomográfica corneal se utilizó el Orbscan IITM 

(Orbtex Topcon IT-1, nº de serie: 04000841-03) y se recogieron las siguientes 
variables paquimétricas y de elevación: espesor corneal central, espesor corneal 
mínimo, distancia desde el centro hasta el punto de espesor corneal mínimo 
(dPaquiMin), máxima elevación de la cara anterior y máxima elevación de la cara 
posterior. 

 

 4.4    Recogida de lágrima y análisis molecular.  
 

En todos los grupos se llevó a cabo el mismo método de obtención de lágrima. 
Todas las muestras se analizaron siguiendo el mismo protocolo [Figura.13] [Anexo3]. 

 



 
 

  
Uxía Regueiro Lorenzo. 
Receptores Toll-like como diana diagnóstica y terapéutica en las ectasias corneales. 58 58 

4.4.1 Recogida de lágrima.  

 
La recogida de lágrima se realizó mediante una tira de papel milimetrado de 

Schirmer (Tear Strips, Contacare Ophthalmics & Diagnostics, Gujarat, India), sin previa 
administración de fármacos, con iluminación mesópica para reducir la estimulación 
de lágrima refleja, y utilizando guantes para evitar la contaminación de las muestras.  

 
La tira de papel se dobla por la escotadura de modo que la zona doblada se 

introduce en el saco conjuntival inferior en la zona temporal. Una vez situado, el papel 
va absorbiendo lágrima. Se recogió lágrima hasta alcanzar los 15mm en el papel 
milimetrado de Schirmer, con el fin de extraer la misma cantidad de lágrima (9μL) en 
todos los ojos de estudio. Una vez alcanzada la marca, se retira la tira de papel del 
saco conjuntival y se guarda en un tubo Eppendorf estéril de 1mL correctamente 
etiquetado con el código anónimo del paciente o sujeto de estudio y el ojo 
correspondiente.  

 
Finalmente, las muestras se congelaron a -80°C en ultracongeladores hasta su 

evaluación molecular. Las muestras de lágrima fueron utilizadas para la 
determinación de cFn, HSP60 y Lf. 

 
 

 

 

 

 

 

Figura.13. Esquema de los biomarcadores moleculares estudiados y de los métodos 
empleados en la recogida y en el análisis de lágrima. Figura propia. 

 

 

4.4.2 Análisis de cFn, HSP60 y Lf.  

 
Todas las muestras de lágrima recogidas fueron descongeladas y reconstituidas 

antes de su análisis. La descongelación se realizó en frío, manteniendo en todo 
momento las muestras en contacto con hielo, con el fin de evitar un choque térmico 
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de Lágrima 
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que pudiese degradar las proteínas de estudio. Una vez descongeladas, se añadieron 
235μL de PBS estéril en cada Eppendorf para su reconstitución. Cada tubo se agitó en 
un vortex durante 1 minuto y posteriormente se dejó reposar durante 2 horas para el 
desprendimiento y disolución de las proteínas en el PBS.  

 
Esta muestra se utilizó para la determinación de cFn y HSP60 mediante kits 

comercializados de análisis cuantitativo de inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA), 
obtenidos de Abbexa Ltd (Cambridge, Reino Unido) y de ASSAYPRO LLC (St. Charles, 
Estados Unidos), respectivamente. Para las determinaciones de Lf las muestras fueron 
diluidas 1:540000 con el diluyente proporcionado por su kit ELISA de ASSAYPRO LLC 
(St. Charles, Estados Unidos). 

 
Los coeficientes de variación intra-ensayo e inter-ensayo fueron: 8% y 10% para 

la cFn, 4.1% y 8.2% para la HSP60, y 4.3% y 9.5% para la Lf.  

 

 4.5    Recogida de epitelio y análisis celular.  

 

El método de obtención de células de epitelio corneal y conjuntival fue el mismo 
para todos los grupos. Todas las muestras se analizaron siguiendo el mismo protocolo 
[Figura.14] [Anexo 3].  

 

 

 

 

 

 

 

Figura.14. Esquema de los biomarcadores celulares estudiados y de los métodos 
empleados en la recogida y en el análisis del epitelio corneal y conjuntival. Figura propia. 
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4.5.1 Recogida de células de epitelio corneal y conjuntival.   

 
La recogida de células se realizó mediante raspado con una hemosteta oftálmica 

quirúrgica de espuma de acetato de polivinilo (PVA) (NETCELL, Network Medical 
Products Ltd, Kearsley, Reino Unido); instilando previamente un anestésico tópico 
ocular (COLIRCUSÍ Anestésico Doble, con tetracaína al 0.1% y oxibuprocaína al 0.4%, 
ALCON CUSÍ SA, Barcelona, España) para una extracción más cómoda sin afectar a la 
muestra. El raspado corneal se realizó en el tercio inferior, entre las 4 y las 8 horas. El 
raspado conjuntival se realizó en conjuntiva bulbar inferior, próxima al limbo, sin tocar 
el borde palpebral. Se utilizó una hemosteta diferente para cada muestra. Una vez 
extraída la muestra, se introdujo la hemosteta en un tubo de citometría de 5mL estéril 
y libre de nucleasas con 1 mL de PBS. Cada tubo se etiquetó correctamente. 

 
Al finalizar, se instiló una gota de lágrima artificial (RELIVE® Total Care, SALVAT 

SA, Barcelona, España) en el ojo examinado. Las muestras celulares se utilizaron para 
determinar la expresión de TLR2 y TLR4 en epitelio corneal y conjuntival. 

 

4.5.2 Determinación de TLR2 y TLR4.  

 
Las células epiteliales fueron extraídas de la hemosteta para evaluar la expresión 

de TLR2 y TLR4. Agitando el tubo de citometría en un vórtex durante 30 segundos y 
dejándolo reposar 15 minutos, se desprenden las células de la microesponja y se 
sedimentan en el fondo del tubo. Una vez retirada la hemosteta, las células que 
permanecen en el PBS son marcadas con 5μL de anticuerpo monoclonal anti-TLR2 
FITC-conjugado y con 5μL de anticuerpo monoclonal anti-TLR4 PE-conjugado (ambos 
de INMUNOSTEP, Salamanca, España). Tras una incubación de 30 minutos, se analizan 
las muestras mediante un citómetro de flujo-sorter FACSAria IIu (BD Biosciences, 
Nueva Jersey, Estados Unidos).  

 
La expresión de TLR2 y TLR4 en células epiteliales de córnea (1000 eventos) y 

conjuntiva (2000 eventos) fue analizada mediante el software FACS Diva 6.02 (BD 
Biosciences, Nueva Jersey, Estados Unidos). Los resultados se expresaron en unidades 
arbitrarias de fluorescencia (UAF).  

 
La Figura.15 muestra un histograma de citometría de flujo representativo de la 

sobreexpresión de TLR2 y TLR4 en pacientes con ectasia corneal frente a los sujetos 
control. 
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Figura.15. Histograma de citometría de flujo representativo en el que se muestra claramente 
una mayor expresión de TLR2 y TLR4 en el paciente con ectasia corneal (QC) que en el sujeto 
control. Figura propia. 

 
 4.6    Análisis estadístico.  
 

La descripción de las variables cuantitativas continuas se realizó mediante la 
media y desviación estándar (SD) en caso de distribución normal, y con la mediana y 
rango de percentiles en caso contrario. Las variables categóricas se describieron 
mediante porcentajes y frecuencias. La normalidad de una variable cuantitativa se 
demostró mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. 

 
La comparación bivariada de grupos se realizó con los contrastes de t-Student 

(variables continuas normales), U-Mann-Whitney (variables continuas no normales) y 
chi-cuadrado (variables categóricas). La representación gráfica de dichas 
comparaciones se realizó mediante barras de error, diagramas de caja y gráficos de 
sectores; respectivamente. El test ANOVA se utilizó para realizar comparaciones entre 
más de dos grupos de estudio (control, familiar, QC y DPM).  
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Las correlaciones bivariadas fueron analizadas mediante el coeficiente de 
Pearson (para distribución normal) o el coeficiente de Sperman (para distribución no 
normal). 

 
Se realizaron estudios multivariados con modelos de regresión logística cuando 

la variable dependiente era categórica y con modelos de regresión lineal múltiple 
cuando la variable dependiente era lineal. 

 
Una p≤0.05 fue considerada como estadísticamente significativa en todos los 

test. El análisis estadístico se realizó con SPSS 20.0 para Windows (IBM, Nueva York, 
Estados Unidos). 
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Resultados 

 

 
 
 

 5.1   Análisis descriptivo de la muestra.  
 

Este estudio incluyó una muestra total de 263 ojos (138 personas), divididos en 
cuatro grupos de estudio: grupo control, 72 ojos sanos (36 sujetos); grupo de 
familiares de primer orden de pacientes con ectasia corneal, 53 ojos sanos (27 sujetos); 
grupo de QC, 109 ojos con queratocono (72 pacientes); y grupo de DPM, 29 ojos con 
degeneración pelúcida marginal (15 pacientes). La Tabla.3 muestra las características 
epidemiológicas de la muestra. 

  
VARIABLES 
EPIDEMIOLÓGICAS Control Familiares QC DPM 

Edad, años 31.3 ± 10.4 25.4 ± 10.2 33.1 ± 8.7 45.2 ± 8.7 

Hombres, n (%) 14 (38.9) 15 (57.7) 35 (58.3) 12 (80.0) 
 

Edad diagnóstico, años   22.95 ± 5.82 32.93 ± 7.5 

Enf. alérgica, n (%) 17 (47.2) 11 (42.3) 36 (60.0) 6 (40.0) 
Enf. general, n (%) 3 (8.3) 0 (0.0) 9 (15.0) 8 (53.3) 
Enf. ocular, n (%) 1 (2.8) 0 (0.0) 2 (3.3) 0 (0.0) 
Tto. general, n (%) 5 (13.9) 4 (15.4) 21 (35.0) 4 (26.7) 
Tto. ocular, n (%) 0 (0.0) 2 (7.7) 12 (20.0) 4 (33.3) 
Hª familiar de ectasia, n (%) 0 (0.0) 26 (100) 16 (26.7) 1 (6.7) 
Porte de LC, n (%) 36 (50) 8 (15.7) 53 (48.6) 11 (39.3) 

 

Tabla.3. Variables epidemiológicas de cada grupo de estudio.  

 
 Algunas de estas variables presentan diferencias estadísticamente significativas 

a nivel global; sin embargo, para darle un valor real a este análisis es imprescindible 
exponer las diferencias entre grupos. 
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La principal razón por la cual muchas de las variables epidemiológicas dan 
diferencias significativas globales reside en la diversidad entre edades. El grupo de 
familiares presenta una edad significativamente inferior que los grupos de pacientes 
con ectasia corneal (p<0.01) por tratarse de sus hijos o hermanos. El grupo DPM 
muestra por la contra una edad significativamente superior al grupo de familiares 
(p<0.01), como consecuencia de la tardía edad de aparición y diagnóstico que 
presenta su enfermedad. En cuanto al grupo control, éste abarca la edad de los demás 
grupos de estudio mostrando una similitud adecuada con cualquiera de ellos. 

  
Con respecto al género, se observa una mayor prevalencia de hombres en el 

grupo DPM (80%), lo cual proporciona diferencias globales con el resto de grupos. 
 
Por otro lado, no se encontraron diferencias estadísticas significativas en el 

porcentaje de alergia ni en la presencia de enfermedad ocular asociada. Ninguna de 
estas variables influirá, por tanto, en los resultados obtenidos.  

 
La presencia de enfermedad general fue significativamente superior en el grupo 

DPM, incluyendo: hipertensión arterial, hipotiroidismo, ansiedad, arritmia cardíaca, 
fibromialgia y/o artrosis. El uso de tratamientos generales no muestra diferencias 
entre grupos, y se asocia a las enfermedades padecidas. A pesar de que ninguna de 
estas enfermedades supuso un criterio de exclusión, los tratamientos fueron 
retirados una semana antes de la realización de las pruebas oculares para evitar 
cualquier posible interacción con los resultados.  

 
De igual modo, los tratamientos oculares y el porte de LC se restringieron una 

semana antes de la realización de las pruebas. Los pacientes con ectasia mostraron 
una mayor utilización de tratamientos oculares, enfocados a reducir el síntoma de 
picor ocular que tienden a padecer. La utilización de LC fue similar entre grupos 
habiendo un porcentaje de usuarios significativamente menor en el grupo de 
familiares. La utilización de LC blandas predominó entre sujetos control y familiares, 
y la utilización de LC RPG, híbridas y piggy-back predominó entre los pacientes con 
ectasia corneal.  

   
Finalmente, y por tratarse de un criterio de selección, el porcentaje de 

antecedentes familiares con ectasia fue nulo en los sujetos control, fue del 100% en 
el grupo de familiares y fue variable entre los pacientes ectásicos, mayor en QC (27%) 
que en DPM (7%).  

 
En la Tabla.4 se muestra el análisis de las variables clínicas para cada uno de los 

grupos de estudio. 
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 VARIABLES 
CLÍNICAS Control 

n=72 ojos 
Familiares 

n=53 ojos 
QC 

n=109 ojos 
DPM 

n=29 ojos 
p 

Picor, n (%) 20 (27.8) 20 (39.2) 90 (82.6) 25 (86.2) 0.0001 

Frotamiento, n (%) 24 (33.3) 18 (35.3) 78 (71.6) 25 (86.2) 0.0001 

Signos LH, n (%) 17 (24.3) 29 (56.9) 98 (89.9) 28 (96.6) 0.0001 

AVL sin corrección 0.4 – 0.7 
[0.1– 0.2, 

≥1.0] 

0.8 – 0.9 
[0.2 –0.3, 

≥1.0] 

0.2 – 0.3 
[0.1–0.2, 
0.4–0.5] 

0.1-0.2 
[≤0.05,  

0.2 - 0.3] 
0.0001 

AVL con corrección ≥ 1.0 
[≥ 1.0, ≥ 1.0] 

≥ 1.0 
[≥ 1.0, ≥ 1.0] 

0.8 – 0.9 
[0.6 – 0.7, ≥1.0] 

0.8 – 0.9 
[0.6 – 0.7, ≥1.0] 

0.0001 

PDC, D 44.05 ± 1.65 44.30 ± 1.14 49.19 ± 5.67 45.36 ± 6.15 0.0001 

K1, D 43.48 ± 1.68 43.58 ± 1.20 45.67 ± 3.37 43.23 ± 4.05 0.0001 

K2, D 44.32 ± 1.75 44.54 ± 1.22 49.42 ± 4.28 47.72 ± 5.17 0.0001 

dK, D 0.84 ± 0.66 0.97 ± 0.74 3.75 ± 2.21 4.49 ± 3.20 0.0001 

PDmáx , D 44.72 ± 1.80 45.21 ± 1.66 53.30 ± 5.33 51.34 ± 6.30 0.0001 

dPDmáx, mm 1.39 ± 0.80 1.23 ± 0.67 1.57 ± 0.87 2.67 ± 1.20 0.0001 

Índice KPI, % 0 [0, 0] 0 [0, 0] 100 [87, 100] 70 [55, 86] 0.0001 

Asimetría Í-S, D -0.09 ± 0.51 -0.18 ± 0.57 5.69 ± 3.75 7.19 ± 5.27 0.0001 

Coma (Z3
±1) , μm 0.29 ± 0.15 0.26 ± 0.13 3.34 ± 9.92 3.00 ± 3.31 0.0001 

Coma-like, μm 0.35 ± 0.14 0.34 ± 0.14 4.33 ± 17.23 4.24 ± 5.43 0.100 

Elev.c.anterior, μm 9.8 ± 5.4 14.5 ± 17.0 41.2 ± 18.4 62.1 ± 40.4 0.0001 

Elev.c.posterior, 
μm 

28.0 ± 9.8 28.7 ± 12.3 94.7 ± 41.9 117.1 ± 71.7 0.0001 

Paqui.central, μm 565 ± 36 548 ± 50 476 ± 60 520 ± 75 0.0001 

Paqui.mínima, μm 556 ± 37 537 ± 51 453 ± 62 474 ± 99 0.0001 

dPaquiMin, mm 0.85 ± 0.39 0.85 ± 0.39 1.01 ± 0.27 1.48 ± 0.72 0.0001 
 

Tabla.4. Variables clínicas de cada grupo de estudio.   

 

Los pacientes con ectasia muestran mayor incidencia de picor ocular (85%) y 
consecuentemente mayor tasa de frotamiento (80%) que el resto de sujetos de 
estudio. El grupo de familiares presenta cierta predisposición al picor y al frotamiento 
cuando se compara con el grupo control.  

 
En consonancia con los criterios de inclusión, la mayoría de los pacientes con 

ectasia corneal (95%) presentaron signos biomicroscópicos característicos de su 
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enfermedad. El 25% de los sujetos control y el 55% de los familiares, tenían nervios 
corneales visibles. 

 
La AVL tanto sin corrección como con ella, fue significativamente inferior en el 

grupo QC y DPM que en el grupo control (p<0.01) y de familiares (p<0.01). No se 
observaron diferencias entre controles y familiares. 

 
Por otro lado, las variables asociadas al examen topográfico, aberrométrico y 

tomográfico, contribuyen a discernir entre sano y patológico. Más concretamente:  

- K2, dK, PDmáx, índice KPI, asimetría I-S, Z3
±1, coma-like y paquimetría 

mínima, muestran diferencias significativas entre sujetos sanos y pacientes 
con ectasia. 

- PDC y K1 presentan valores significativamente superiores en el QC que en 
los demás grupos de estudio. 

- dPDmáx es significativamente superior en DPM con respecto al resto.  
- Elevación de cara anterior y posterior, paquimetría central y dPaquiMin, 

además de mostrar diferencias significativas entre sujetos sanos y pacientes 
con ectasia, permiten discriminar significativamente entre QC y DPM.  
 

Algunas de estas variables sirven como claros indicadores del grado de 
afectación de la enfermedad. Siguiendo la clasificación CLEK, nuestra muestra de ojos 
con QC está dividida en: 14% con grado leve, 62% con grado moderado y 24% con 
grado avanzado. 
 
 
 

 5.2   Expresión de TLR2 y TLR4 en los grupos de estudio.  

 
La Tabla.5 muestra los valores de expresión de TLR2 y TLR4 presentes en el 

epitelio corneal y conjuntival de los grupos de estudio. En la Figura.16 y en la 
Figura.17 se representan, respectivamente, las diferencias estadísticas encontradas 
en los valores corneales y en los valores conjuntivales.  

 
La expresión de TLR2 y TLR4 en córnea y conjuntiva muestran diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo control y los pacientes con ectasia 
corneal (QC y DPM). Además, en todas las variables se observa un incremento de 
expresión gradual entre: sujetos control < familiares < pacientes con QC.  
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Tabla.5. Expresión de TLR2 y TLR4, en córnea y conjuntiva, del grupo control (N=72), del grupo 
de familiares (N=53), del grupo QC (N=109) y del grupo DPM (N=29). 

 

 

             
 

                
 
Figura.16. Representación de la media (±SD) de TLR2 (A) y TLR4 (B) corneal para cada grupo de 
estudio, y sus diferencias estadísticas (p). *p<0.05 respecto al control; °p<0.05 respecto a los 
familiares; # p<0.05 respecto a todos. 

  CÓRNEA  CONJUNTIVA 
TLR2 (UAF) TLR4 (UAF)  TLR2 (UAF) TLR4 (UAF) 

Control 752 ± 629 1768 ± 1163  806 ± 412 2669 ± 1441 
Familiares 1054 ± 772 1962 ± 693  1117 ± 595 3259 ± 1305 
QC 2402 ± 1819 4172 ± 2018  1357 ± 1035 4374 ± 1723 
DPM 1057 ± 510 2779 ± 1027  1038 ± 609 3969 ± 894 
p 0.0001 0.0001  0.0001 0.0001 

p en TLR2 Córnea 
Control - Familiares 0.026 
Control  - QC 0.0001 
Control - DPM  0.023 
Familiares - QC 0.0001 
Familiares - DPM 0.988 
QC - DPM 0.0001 

p en TLR4 Córnea 
Control - Familiares 0.325 
Control  - QC 0.0001 
Control - DPM  0.0001 
Familiares - QC 0.0001 
Familiares - DPM 0.0001 
QC - DPM 0.001 
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Los TLRs a nivel corneal (TLR2 y TLR4) permiten establecer una distinción 
estadísticamente significativa entre el QC y el resto de grupos de estudio.  

 
Por otro lado, la expresión de TLR4 (corneal y conjuntival) es mayor en pacientes 

con DPM que en familiares y en sujetos control. Además, el TLR4 en conjuntiva 
permite diferenciar al grupo de familiares de los demás grupos de estudio, siendo su 
valor significativamente inferior al de los grupos QC y DPM, y significativamente 
superior al grupo control. 

 

 

    
 

       
 
Figura.17. Representación de la media (±SD) de TLR2 (A) y TLR4 (B) conjuntival para cada grupo 
de estudio, y sus diferencias estadísticas (p). *p<0.05 respecto al control; °p<0.05 respecto a 
los familiares. 

p en TLR2 Conjuntiva 
Control - Familiares 0.001 
Control  - QC 0.0001 
Control - DPM  0.031 
Familiares - QC 0.164 
Familiares - DPM 0.582 
QC - DPM 0.120 

p en TLR4 Conjuntiva 
Control - Familiares 0.031 
Control  - QC 0.0001 
Control - DPM  0.0001 
Familiares - QC 0.0001 
Familiares - DPM 0.013 
QC - DPM 0.230 
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Finalmente, se analizó la correlación entre la expresión de TLRs y ciertas variables 
epidemiológicas y clínicas asociadas clásicamente a la ectasia corneal: enfermedad 
alérgica, porte de LC, picor y frotamiento ocular. [Tabla.6] 

 

 C ÓRNEA  CONJUNTIVA 
 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 
 Coef.  p Coef. p Coef.  p Coef. p 

Enf. alérgica -0.052 0.291 -0.047 0.308 -0.100 0.143 -0.047 0.307 

Porte de LC 0.089 0.094 0.097 0.077 -0.137 0.021 0.029 0.336 

Picor 0.353 0.000 0.321 0.000 0.272 0.000 0.247 0.000 

Frotamiento  0.214 0.001 0.225 0.000 0.241 0.000 0.181 0.003 
 

Tabla.6. Coeficiente de Spearman para cada TLR con respecto a parámetros epidemiológicos y 
clínicos: enfermedad alérgica, porte de LC, picor y frotamiento ocular. 

 

La enfermedad alérgica no muestra ninguna correlación con la expresión de los 
TLRs. El porte de LC tampoco muestra correlación con TLR2 y 4 corneales, ni con TLR4 
conjuntival; además, la correlación negativa establecida con el TR2 conjuntival tiene 
un valor estadístico bajo. 

 
Por otro lado, el picor y el frotamiento ocular muestran una correlación positiva 

con todos los TLRs estudiados; observándose la correlación más elevada entre los 
TLRs corneales y el picor ocular. 

 

 

 5.3   Relación entre la expresión de TLR2/TLR4 y el grado de 
 ectasia corneal.  

 
Para observar la relación que guardan los TLRs con el grado de afectación de la 

ectasia corneal, se analizó su correlación con diversos parámetros cuantitativos 
claramente involucrados en el mismo. Como parámetros asociados al grado de 
evolución del QC se incluyeron: PDmáx, KPI, asimetría I-S, elevación de cara anterior, 
elevación de cara posterior y paquimetría mínima; mientras que para el grupo DPM 
se utilizaron: KPI, asimetría I-S, Z3

±1, coma-like y elevación de cara posterior. La Tabla.7 
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muestra las correlaciones encontradas entre cada TLR y los parámetros topográficos, 
aberrométricos y tomográficos.  

 
 
 

 C ÓRNEA  CONJUNTIVA 
 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 
 Coef.  p Coef. p Coef.  p Coef. p 

QC         

PDmáx 0.396 0.000 0.439 0.000 0.253 0.001 0.289 0.000 

KPI 0.539 0.000 0.575 0.000 0.323 0.000 0.455 0.000 

Asimetría Í-S 0.448 0.000 0.453 0.000 0.280 0.000 0.398 0.000 

El.c.anterior 0.531 0.000 0.498 0.000 0.297 0.000 0.334 0.000 

El.c.posterior 0.471 0.000 0.503 0.000 0.250 0.001 0.338 0.000 

Paqui.mínima -0.435 0.000 -0.468 0.000 -0.277 0.000 -0.385 0.000 

DPM         

KPI 0.232 0.013 0.330 0.001 0.207 0.023 0.364 0.000 

Asimetría I-S 0.239 0.011 0.263 0.006 0.193 0.031 0.301 0.002 

Coma (Z3
±1) 0.336 0.001 0.217 0.018 0.199 0.027 0.280 0.003 

Coma-like 0.351 0.000 0.219 0.017 0.124 0.116 0.277 0.003 

El.c.posterior 0.214 0.020 0.286 0.003 0.144 0.085 0.304 0.002 

Tabla.7 Correlación (r de Pearson) para cada TLR con respecto a los siguientes parámetros 
topográficos, aberrométricos y tomográficos en QC y DPM: PDmáx, KPI, asimetría I-S, Coma 
(Z3

±1), Coma-like, elevación de cara anterior, elevación de cara posterior y paquimetría mínima.   

 

En los pacientes con QC, existe una correlación fuertemente positiva entre la 
expresión de los TLRs estudiados y los siguientes parámetros: PDmáx, KPI, asimetría 
Í-S, elevación de cara anterior y posterior. Además, se establece una fuerte 
correlación negativa entre el valor de paquimetría mínima y la expresión de los TLRs. 
Los pacientes con DPM muestran una correlación positiva entre los cuatro TLRs 
estudiados y los valores: KPI, asimetría Í-S y Z3

±1. Además, la expresión de TLR2 y TLR4 
corneal y de TLR4 conjuntival se asoció positivamente con el coma-like y con la 
elevación de cara posterior.    
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En conjunto, estos resultados sugieren que los TLRs están asociados al grado de 
afectación de la ectasia corneal, pudiendo constituir una posible diana terapéutica en 
pacientes con QC o DPM. 
 

 

 5.4   Expresión de ligandos endógenos en lágrima y su 
 correlación con la expresión de TLR2/TLR4. 

 
Se analizaron los niveles de cFn, HSP60 y Lf lagrimal como posibles ligandos 

endógenos del TLR2 y TLR4 epitelial. La Tabla.8 muestra los valores de expresión de 
cFn y Lf en lágrima de sujetos control, familiares y pacientes con ectasia corneal; 
además la Figura.18 representa las diferencias estadísticas encontradas entre dichos 
valores. No se observó expresión de HSP60 a nivel lagrimal para ningún grupo de 
estudio, ya que todos los resultados obtenidos fueron inferiores al patrón de 
detección del test ELISA utilizado (<1.25ng/mL). 

 

 

 

 

 

 
Tabla.8. Expresión de cFn y Lf, a nivel lagrimal en el grupo control (N=62), de familiares 
(N=48), QC (N=103) y DPM (N=29).  

 
La concentración de cFn fue significativamente superior en el grupo DPM que en 

el resto de grupos de estudio (p<0.01). En el caso de la Lf, se aprecia una reducción 
gradual de su concentración entre los grupos: control > familiares > QC > DPM.  Los 
pacientes con DPM muestran una concentración de Lf significativamente inferior a la 
del grupo control (p<0.007). 

  LÁGRIMA 

cFn (ng/mL) Lf (mg/mL) 

Controles 535 ±  924 5.53 ± 1.61 
Familiares 375 ± 387 5.30 ± 2.17 
QC 429 ± 487 5.18 ± 1.57 
DPM 1472 ± 1744 4.54 ± 1.52 
P 0.0001 0.040 
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Figura.18. Media (±SD) de la concentración de cFn (A) y Lf (B) en lágrima, para cada grupo de 
estudio. # p<0.05 respecto a todos; *p<0.05 respecto al control. 

 

 
Para evaluar la asociación entre la concentración de cFn y Lf presente en lágrima 

de pacientes con ectasia y su expresión de TLRs en epitelio corneal y conjuntival, se 
estudió la correlación existente entre ellos. [Tabla.9] 

 
 

 C ÓRNEA  CONJUNTIVA 
 TLR2 TLR4 TLR2 TLR4 
 Coef.  p Coef. p Coef.  p Coef. p 

QC         

cFn -0.079 0.211 -0.128 0.096 -0.157 0.054 -0.141 0.075 

Lf -0.118 0.057 -0.082 0.138 -0.022 0.385 -0.139 0.031 

DPM         

cFn 0.183 0.093 0.173 0.106 0.301 0.013 0.155 0.131 

Lf -0.203 0.029 -0.254 0.008 -0.075 0.242 -0.291 0.003 
 

Tabla.9. Correlación (r de Pearson) entre la expresión de TLR2 y TLR4 de cada patología ectásica 
(QC y DPM) y sus posibles ligandos endógenos (cFn y Lf). 

 
En los pacientes con QC, la concentración de Lf lagrimal se correlaciona 

negativamente (r=-0.139, p=0.031) con la expresión de TLR4 conjuntival. 
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Los niveles de cFn se correlacionan fuertemente y de manera positiva con la 
expresión de TLR2 conjuntival en pacientes con DPM (r=0.301, p=0.013). A su vez, en 
el mismo grupo de estudio (DPM), se establece una correlación negativa entre la 
concentración de Lf y la expresión de TLR4 conjuntival (r=-0.291, p=0.003) y de TLR2 
y TLR4 corneal (r=-0.203, p=0.029; r=-0.254, p=0.008; respectivamente). 

 
Como análisis complementario, se estudió la correlación entre los niveles de Lf y 

cFn presentes en la lágrima de los pacientes con ectasia corneal y el valor 
aberrométrico Z3

±1; con el fin de evaluar la influencia de ambos ligandos endógenos 
en el grado de afectación de la patología corneal.  

 
En el grupo QC, no se observó correlación entre la concentración de cFn y Z3

±1 
(r=-0.134, p=0.095); tampoco entre el nivel de Lf y el valor de Z3

±1 (r=-0.069, p=0.193). 
 
La correlación obtenida en los pacientes con DPM se representa en la Figura.19. 

Dónde se puede observar una correlación positiva entre el valor aberrométrico Z3
±1 y 

la concentración de cFn (r=0.274, p=0.023) y, por otro lado, una correlación negativa 
entre la Lf y el parámetro Z3

±1 (r=-0.258, p=0.008).   
 

 
 

   
 

Figura.19. Correlación entre el coma vertical y horizontal de tercer orden (Z3
±1) y la 

concentración de cFn (izquierda) y Lf (derecha) presentes en la lágrima de los pacientes 
con DPM.   
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5.5   Evolución de la expresión de TLR2/TLR4 tras año y medio de 
 seguimiento.  

  

A los 19 ± 4 meses después del examen inicial, un total de 56 personas (110 ojos) 
asistieron de nuevo a la consulta para realizar la revisión de seguimiento. La muestra 
utilizada para este análisis está constituida por: 32 ojos (16 sujetos) del grupo control, 
57 ojos (29 pacientes) del grupo QC, 21 ojos (11 pacientes) del grupo DPM. El grupo 
de familiares de primer orden no se incluyó en el examen de seguimiento por su 
reducido tamaño muestral.  

En la Tabla.10 se exponen las medias obtenidas para esta muestra en el análisis 
de la expresión de TLR2 y TLR4 inicial y de seguimiento.    

 
 

  CÓRNEA 

TLR2 (UAF) TLR4 (UAF) 

Inicial Seguimiento Inicial Seguimiento 

Control 823 ± 717 525 ± 199 1642 ± 767 1766 ± 609 
QC 2570 ± 1855 1544 ± 491 4442 ± 1987 2938 ± 906 

DPM 1101 ± 574 1110 ± 680 2989 ± 972 3117 ± 1632 
p 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 

 

  CONJUNTIVA 

TLR2 (UAF) TLR4 (UAF) 

Inicial Seguimiento Inicial Seguimiento 
Control 753 ± 343 1164 ± 709 2345 ±1051 3879 ± 2093 
QC 1260 ± 556 1928 ±1041 4748 ± 1782 7060 ± 3907 

DPM 954 ± 334 2219 ± 880 3987 ± 834 8885 ± 3959 
p 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 

Tabla.10. Medias (±SD) del valor inicial y de seguimiento para TLR2 y TLR4, corneal y 
conjuntival, en el grupo control, QC y DPM. 

 
A continuación, en la Tabla.11, se exponen las significancias obtenidas en los 

resultados del análisis inicial y de seguimiento.    
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  CÓRNEA 

TLR2  TLR4 

Inicial Seguimiento Inicial Seguimiento 

Control-QC 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 
Control-DPM 0.142 0.0001 0.0001 0.0001 
QC - DPM 0.001 0.004 0.002 0.563 

 

  CONJUNTIVA 

TLR2 TLR4 

Inicial Seguimiento Inicial Seguimiento 
Control-QC 0.0001 0.001 0.0001 0.0001 
Control-DPM 0.040 0.0001 0.0001 0.0001 

QC - DPM 0.023 0.268 0.067 0.081 

Tabla.11 Significancia (p) del valor inicial y de seguimiento para TLR2 y TLR4, corneal y 
conjuntival, entre el grupo control, QC y DPM. 

 

Estos resultados muestran que las diferencias estadísticamente significativas 
observadas inicialmente entre el grupo control y los grupos patológicos se 
mantuvieron también después de un año de seguimiento; siendo así en todos los 
biomarcadores estudiados. 

 
Además, en la Figura.20 y en la Figura.21 se representan caso a caso las 

variaciones obtenidas entre el valor inicial y el de seguimiento para TLR2 y TLR4, 
corneal y conjuntival. Estas gráficas muestran una tendencia a la disminución de la 
expresión de los TLRs corneales, sobre todo cuanto mayor es el valor inicial. En cuanto 
a la expresión de TLR2 y TLR4 conjuntival, se puede observar una tendencia 
generalizada al aumento. Este patrón fue igual para todos los grupos de estudio. 
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   A 

  

B 

  

 
Figura.20. Cambios enTLR2 (A) y TLR4 (B) corneal para cada paciente de estudio, a los 
19±4 meses del examen inicial. Los puntos representan los valores de TLR2 (A) y TLR4 (B) 
iniciales de cada paciente. Los pacientes del grupo control se representan a la izquierda 
del gráfico, los del grupo QC en parte central, y los del grupo DPM a la derecha. Para cada 
punto, una flecha representa el incremento (verde) o la reducción (rojo) de la expresión 
de sus TLRs en el seguimiento.  
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   A 

 

B 

   

 
Figura.21. Cambios en TLR2 (A) y TLR4 (B) conjuntival para cada paciente de estudio, a los 
19±4 meses del examen inicial. En el eje horizontal, los puntos representan los valores de 
TLR2 (A) y TLR4 (B) iniciales de cada paciente. Los pacientes del grupo control se 
representan a la izquierda del gráfico, los del grupo QC en parte central, y los del grupo 
DPM a la derecha. Para cada punto, una flecha representa el incremento (verde) o la 
reducción (rojo) de la expresión de sus TLRs en el seguimiento.
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Material y Método 

 

 

 

 6.1   Cultivo celular. 

 
Para el estudio in vitro se utilizaron dos líneas celulares de epitelio corneal: 

1. Línea primaria de células epiteliales corneales humanas sanas (HCEC) 
(ref.PCS-700-010, lot.64178655, ATCC, Virginia, Estados Unidos). 

2. Línea inmortalizada de células epiteliales corneales humanas sanas 
transfectadas con un plásmido que contiene SV40 (HCEC-I) (ref.CRL-11515, 
lot.61992885, ATCC, Virginia, Estados Unidos). 

Se emplearon medios de cultivo, soluciones de lavado, soluciones de 
levantamiento celular (tripsina e inhibidor de tripsina) y condiciones de centrifugado 
específicos para cada estirpe celular [ver Anexo 4].  

Se utilizó el mismo protocolo de descongelación, sembrado y subcultivo, así como 
la misma metodología experimental en ambas líneas celulares. Previamente al 
proceso de descongelación, sembrado y subcultivo, se preparó cada recipiente de 
cultivo con una cubierta base [ver Anexo 4] que contribuye a la adherencia celular. 

 
        6.1.1 Descongelación, sembrado y subcultivo. 

Cada vial se descongeló a 37°C e, inmediatamente después, las células se 
sembraron en un flask T-75 estéril (Corning, Nueva York, Estados Unidos) preparado 
con cobertura base y medio de cultivo específico para cada tipo celular [Anexo 4]. Las 
células se cultivaron en un incubador bajo las siguientes condiciones de 
mantenimiento: 37°C de temperatura (Tª), 95% de humedad y 5% de dióxido de 
carbono (CO2). El medio de cultivo se cambió cada 48 horas, hasta alcanzar una 
confluencia celular del 80-90% [Figura.22].  
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HCEC HCEC-I 
  

  

Figura.22. Fotografía de cultivos HCEC y HCEC-I en confluencia. Imagen propia, 
realizada a 20x con un microscopio Olympus y el software NCIS.  

 

Una vez alcanzada la confluencia, las células se lavaron y se incubaron con 
tripsina para levantarlas y proceder al subcultivo [Anexo 4]. Posteriormente, se 
añadió solución neutralizante que inactivase la tripsina. Las células en suspensión 
fueron transferidas a un tubo Falcon estéril de 50 mL que se centrifugó, con el fin de 
eliminar los restos de tripsina, siguiendo las indicaciones específicas para cada tipo 
celular [ver Anexo 4]. Finalmente, tras descartar el sobrenadante, se resuspendió el 
pellet celular para determinar su concentración mediante conteo en cámara de 
Neubauer con azul tripán (trypan blue 0.4%, STEMCELL Technologies, Grenoble, 
Francia). 

La manipulación celular se realizó bajo condiciones estériles en una cabina de 
flujo laminar, siguiendo las normas de bioseguridad de nivel 1 y 2188. En todos los 
experimentos se emplearon placas de 24 pocillos estériles (Corning - Thermo Fisher 
Scientific, Madrid, España) y cultivos en pases del 5 al 8, utilizando una densidad de 
25.000 células por cm2. 

 
 

 

 6.2   Diseño experimental.  

 
A partir de los cultivos de células epiteliales corneales, se intentó simular un 

modelo in vitro del posible mecanismo inmuno-inflamatorio implicado en las ectasias 
corneales. Los pasos seguidos para el desarrollo de este modelo consistieron en:  

100μm 100μm 
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Expresión de TLR2 y 
TLR4 en cultivos de 

epitelio corneal 

Simulación in vitro del 
mecanismo de 

inflamación en ectasia 

Respuesta inflamatoria 
del modelo in vitro 

Bloqueo de la respuesta 
inflamatoria generada 

1. Evaluar la expresión extracelular e intracelular de TLR2 y TLR4 en cultivos HCEC y 
HCEC-I.  

2. Estimular la sobreexpresión de dichos receptores.  
3. Evaluar la funcionalidad de la sobreexpresión estudiando la respuesta 

inflamatoria generada.  

Una vez puesto a punto el modelo in vitro, el objetivo se centró en intentar 
bloquear la respuesta inflamatoria mediada por la sobrexpresión de TLR2 y TLR4, 
utilizando Lf y anticuerpos neutralizantes para ambos TLRs. Todo ello con el fin de 
encontrar en la modulación de la respuesta inflamatoria una posible diana terapéutica 
para las ectasias corneales. La Figura.23 muestra el protocolo experimental. 

 

   

 PASOS      Experimentos 
 

 

 

 

                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.23 Esquema de los pasos seguidos en el protocolo experimental. Figura propia. 
 

1º 

2º
 

3º 

4º 

 

• Análisis en membrana e intracelular 
por citometría de flujo 

 

 

• Estimulación con LPS y Pam3CSK4. 
• Electroporación. 
• Evaluación de la sobreexpresión de 

TLR2 y TLR4 por citometría de flujo. 
 
 
 

• Análisis multiplex de IL-6 y TNFα 
presentes en los sobrenadantes de los 
cultivos celulares. 

 

• Con Lf y anticuerpos neutralizantes de 
TLR2 y TLR4. 

• Evaluación del bloqueo mediante 
análisis multiplex. 
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Todos los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Investigación en 
Neurociencias Clínicas (LINC), excepto el procedimiento de electroporación que se 
realizó en el Laboratorio de Neoplasia y Diferenciación de Células Endocrinas del 
Centro de Investigación en Medicina Molecular y Enfermedades Crónicas (CiMus). La 
realización del estudio in vitro abarcó un período temporal de 1 año y 5 meses 
(12/2016 – 04/2018). Cada experimento se llevó a cabo por triplicado. 

 

6.2.1 Expresión de TLR2 y TLR4 en cultivos de epitelio corneal. 

La expresión de TLR2 y TLR4 a nivel de membrana e intracelular en cultivos HCEC 
y HCEC-I se determinó mediante citometría de flujo. Para ello, las células fueron 
tripsinizadas, resuspendidas y contadas, tal y como se explica en el apartado 6.1.1. 
Posteriormente, se repartieron en tubos de citometría de 5mL, estériles y libres de 
nucleasas, a una densidad de 50.000 células por tubo.  

Para el análisis de TLR2 y TLR4 en membrana se añadieron 100μL de PBS 
(Biowest, Misuri, Estados Unidos) en cada tubo de citometría. Para el análisis de TLR2 
y TLR4 intracelular se permeabilizaron las células con un kit de fijación y 
permeabilización (ref.554714, BD Biosciences, Nueva Jersey, Estados Unidos), 
siguiendo el protocolo establecido en su manual189; y una vez permeabilizadas, se 
centrifugaron y resuspendieron en 100μL de PBS (Biowest, Misuri, Estados Unidos). 

De igual forma en ambos casos, las células se marcaron con 5μL de anticuerpo 
monoclonal anti-TLR2 conjugado con fluoróforo FITC (FITC anti-human CD282, ref. 
1399990068, Immunostep, Salamanca, España) y con 5μL de anticuerpo monoclonal 
anti-TLR4 conjugado con fluoróforo PE (PE anti-human CD284, ref. 1399990067, 
Immunostep, Salamanca, España). Tras una incubación de 20 minutos, a oscuras y a 
Tª ambiente; se realizó un lavado de la muestra para evitar que el ruido de fondo 
puediese interferir en el análisis. Para ello, se añadió 1mL de PBS, se centrifugó la 
muestra, se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet celular en 400μL de PBS.  

La cuantificación de la expresión de TLR2 y TLR4 se llevó a cabo con un citómetro 
de flujo-sorter FACSAria IIu (BD Biosciences, Nueva Jersey, Estados Unidos) y los datos 
se procesaron mediante el software FACS Diva 6.02 (BD Biosciences, Nueva Jersey, 
Estados Unidos). En cada análisis se recogieron 1000 eventos (células). Aquellas 
células cuya fluorescencia era superior al umbral del control negativo fueron 
contabilizadas como positivas. El control negativo lo determinaron células de epitelio 
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corneal sin marcar y por tanto, no fluorescentes. Finalmente, los resultados fueron 
expresados como porcentaje. 

Para la evaluación de TLR2 y TLR4 a nivel de membrana, se utilizó como control 
positivo un cultivo primario de células humanas endoteliales de vena umbilical 
(HUVEC)190, cedidas por el Dr. Ezequiel Álvarez  del Instituto de Investigación Sanitaria 
de Santiago de Compostela (IDIS). Las células fueron aisladas a partir de cordones 
umbilicales humanos sanos recién obtenidos, donados con el consentimiento 
informado de las madres, siguiendo un método ya descrito191. Las células HUVEC se 
cultivaron en flasks T-75 estériles (Corning, Nueva York, Estados Unidos), recubiertos, 
siguiendo el proceso de sembrado y subcultivo explicado en el apartado 6.1.1. Se 
utilizaron medio de cultivo, soluciones de lavado y de levantamiento celular 
específicos para este tipo celular [ver Anexo 4]. Los pasos llevados a cabo para 
determinar la expresión de TLR2 y TLR4 fueron los mismos que los seguidos en los 
cultivos HCEC y HCEC-I.   

 

6.2.2 Estimulación de TLR2 y TLR4 en cultivos de epitelio corneal. 

Una vez determinados los niveles basales de expresión de TLR2 y TLR4 en 
nuestros cultivos celulares, el siguiente paso consistió en estimular ambos receptores 
hasta lograr su sobreexpresión, obteniendo, de este modo, una simulación in vitro de 
la expresión detectada clínicamente en las células epiteliales ectásicas.  

Se llevaron a cabo dos métodos de estimulación:  

• Mediante ligandos activadores de TLR2 y TLR4. 
• Combinando dichos ligandos con un protocolo de electroporación celular.  

 
La expresión de los receptores fue analizada mediante citometría de flujo, según 

el método descrito previamente, y su funcionalidad se evaluó analizando la respuesta 
inflamatoria generada.  

 

6.2.2.1 Estimulación con LPS y Pam3CSK4 

 
Los TLRs funcionan como sensores primarios del sistema inmune innato debido 

a su capacidad para el reconocimiento de patrones moleculares asociados a 
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patógenos (PAMPs). Dicho reconocimiento contribuye a su estimulación, 
sobreexpresión y consecuentemente a la activación de una respuesta inflamatoria 
secundaria.  

 
En este estudio se utilizaron lipopolisacáridos (LPS) (componentes característicos 

de la pared celular de las bacterias Gram-), cuyo reconocimiento está mediado por 
TLR4, y Pam3CSK4 (lipopéptido sintético que mimetiza el terminal de las lipoproteínas 
bacterianas), un potente activador de TLR2; para la estimulación de ambos receptores 
en cultivos HCEC y HCEC-I. Se realizaron estudios con diversas concentraciones y 
tiempos de exposición a cada ligando (resultados no mostrados), que junto con las 
guías establecidas por los laboratorios y los datos publicados por otros estudios192,193, 
nos permitió establecer el protocolo a seguir.    

 
Las células se sembraron a una densidad de 25.000 cél/cm2 en una placa estéril 

de 24 pocillos (Corning - Thermo Fisher Scientific, Madrid, España) recubiertos con 
cobertura base específica para cada tipo celular [ver Anexo 4]. Pasadas 24 horas de 
incubación a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2, se cambió el medio de cultivo 
estableciendo dos grupos: 

I. Células tratadas con ligandos (estimuladas): medio de cultivo con 1μg/mL de 
LPS (Escherichia Coli 055:B5, ref.L2880, SIGMA, Misuri, Estados Unidos) y 
300ng/mL de Pam3CSK4 (CASRN.112208-00-1, InvivoGen, California, Estados 
Unidos).192,193 

II. Células sin tratar (no estimuladas): medio de cultivo sin LPS ni Pam3CSK4.  
 
Las células se mantuvieron en cultivo con los tratamientos durante 24 horas a 

37°C, 95% de humedad y 5% de CO2. Pasado este tiempo, se recogió el medio de 
cultivo de cada pocillo y se guardó, correctamente etiquetado, a -80°C en un 
ultracongelador (con el fin de analizar la respuesta inflamatoria, apartado 6.2.3). Las 
células se levantaron con tripsina, siguiendo el protocolo ya descrito, y se analizaron 
mediante citometría. 

A su vez, se evaluó el efecto del tratamiento a nivel de membrana y a nivel 
intracelular. Para valorar la estimulación de TLR2 y TLR4 en membrana, el pellet 
celular se resuspendió con 100μL de PBS (Biowest, Misuri, Estados Unidos). Para 
valorar la estimulación intracelular de TLR2 y TLR4, las células se permeabilizaron con 
un kit de fijación y permeabilización (ref.554714, BD Biosciences, Nueva Jersey, 
Estados Unidos), siguiendo el protocolo establecido en su manual189; y una vez 
permeabilizadas, se resuspendieron en 100μL de PBS (Biowest, Misuri, Estados 
Unidos). 
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Finalmente, las células se marcaron con 5μL de anticuerpo monoclonal anti-TLR2 
conjugado con fluoróforo FITC (ref. 1399990068, Immunostep, Salamanca, España) y 
con 5μL de anticuerpo monoclonal anti-TLR4 conjugado con fluoróforo PE (ref. 
1399990067, Immunostep, Salamanca, España). Tras una incubación de 20 minutos, 
a oscuras y a Tª ambiente; se realizó un lavado de la muestra y se resuspendió el pellet 
celular en 400μL de PBS. La medición se realizó por citometría de flujo (FACSAria IIu, 
BD Biosciences, Nueva Jersey, Estados Unidos). Los datos se procesaron con el 
software FACS Diva 6.02 (BD Biosciences, Nueva Jersey, Estados Unidos), recogiendo 
1000 eventos en cada análisis. Las células sin marcar se establecieron como control 
negativo para cada grupo de estudio. Los resultados se expresaron como porcentaje.  

 

6.2.2.2 Electroporación y estimulación con LPS y Pam3CSK4. 

La electroporación es una técnica de permeabilización celular que consiste en la 
aplicación de pulsos eléctricos para generar poros en la membrana plasmática de las 
células eucariotas. La combinación entre este método y el uso de ligandos activadores 
de los TLRs se utilizó para estimular intracelularmente los cultivos HCEC. Así, la 
incubación con LPS y Pam3CSK4 durante la electroporación permitió la entrada, a 
través de los poros, de estos compuestos extracelulares hacia el espacio intracelular. 
La funcionalidad de dicha estimulación se caracterizó mediante el estudio de la 
respuesta inflamatoria.   

La electroporación se realizó mediante el dispositivo Amaxa Nucleofector II 
(Amaxa Biosystem, Colonia, Alemania) con cubetas de electrodo de aluminio estériles 
(Amaxa Biosystem, Colonia, Alemania), certificadas específicamente para dicho 
dispositivo. La selección de la magnitud del campo eléctrico aplicado y del tiempo de 
exposición al pulso eléctrico es importante para lograr que los poros formados se 
sellen tras un corto período, evitando así una excesiva muerte celular. Por ello, la 
revisión de los protocolos optimizados proporcionados por el fabricante, la prueba de 
diversos programas de ejecución y la evaluación de la estimulación a diferentes 
tiempos de incubación (resultados no mostrados), permitió establecer el protocolo 
final a seguir. 

Inicialmente, las células se levantaron y contaron siguiendo el protocolo del 
apartado 6.1.1. A continuación, se repartieron en tubos Falcon de 15mL estériles a 
una densidad de 1x106 células por tubo. A cada tubo se le añadió 1mL de medio de 
cultivo específico de HCEC [Anexo 4] para resuspender las células y mantenerlas 
durante 1 hora en incubación a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2. Pasado este 
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tiempo, cada tubo se centrifugó a 150g durante 5 minutos y, tras descartar el 
sobrenadante, se resuspendió el pellet celular estableciendo dos grupos: 

I. Células tratadas con ligandos (estimuladas): resuspendidas en 100μL de PBS 
(Biowest, Misuri, Estados Unidos) con 1μg/mL de LPS (Escherichia Coli 
055:B5, re.L2880, SIGMA, Misuri, Estados Unidos) y 300ng/mL de Pam3CSK4 
(CASRN.112208-00-1, InvivoGen, California, Estados Unidos).192,193 

II. Células sin tratar (no estimuladas): resuspendidas en 100μL de PBS (Biowest, 
Misuri, Estados Unidos) sin LPS ni Pam3CSK4. 

Los 100μL de suspensión celular fueron transferidos a una cubeta de 
electroporación. La cubeta se insertó en el electroporador seleccionando el programa 
de ejecución V-023. Inmediatamente después de la electroporación, la suspensión 
celular fue transferida a un tubo estéril donde se resuspendió cuidadosamente con 
200μl de medio de cultivo específico para HCEC [Anexo 4]. Posteriormente, se 
sembró el contenido de manera equitativa entre 6 pocillos estériles de una placa de 
24 (Corning - Thermo Fisher Scientific, Madrid, España), recubiertos con polilisina-D 
(Poly-D-lysine hydrobromide, ref.P6407, SIGMA, Misuri, Estados Unidos) diluida 1:10. 

Finalmente, se establecieron 3 grupos de estudio:  

1. Células electroporadas sin estimular: resuspendidas en PBS durante la 
 electroporación y sembradas en medio de cultivo sin tratar. 

2. Células estimuladas durante la electroporación: resuspendidas en PBS 
 tratado con LPS y Pam3CSK4 durante la electroporación y sembradas en 
 medio de cultivo sin tratar. 

3. Células electroporadas y estimuladas al sembrado: resuspendidas en 
 PBS durante la electroporación y sembradas en medio de cultivo tratado 
 con 1μg/mL de LPS y 300ng/mL de Pam3CSK4. 

 

Tras una incubación de 24 horas (a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2), los 
sobrenadantes fueron recogidos, centrifugados y almacenados a -80ºC para un 
análisis posterior, con el fin de evaluar la presencia de citoquinas pro-inflamatorias.  

Como controles negativos, se utilizaron un grupo de células HCEC sin 
electroporar y un grupo de células HCEC sin electroporar estimuladas al sembrado. Se 
siguió todo el protocolo descrito anteriormente. 
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6.2.3 Evaluación de la respuesta inflamatoria generada tras la        
     estimulación de TLR2 y TLR4. 

 
 
La respuesta inflamatoria se evaluó, mediante análisis multiplex, determinando 

la concentración de citoquinas proinflamatorias liberadas al sobrenadante. La técnica 
multiplex es un método de cuantificación de citoquinas en muestras líquidas, cuyo 
principio es similar al ensayo ELISA pero permitiendo el análisis de múltiples analitos 
en una única muestra.   

 
Para este estudio, los sobrenadantes (del apartado 6.2.2) fueron descongelados 

en frío con el fin de evitar un choque térmico que pudiese alterar la integridad de las 
citoquinas. A continuación, mediante la técnica multiplex, se analizó la concentración 
de IL-6 y TNFα en cada muestra siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.  

 
Se utilizó un kit Milliplex (Milliplex MapKit. Human Cytokine/Chemokine Magnetic 

Bead Panel, ref. HCYTOMAG-60K-04, EMD Millipore, Massachusetts, Estados Unidos) 
para IL-6 y TNFα, cuyo rango de detección de ambos analitos iba de 0.8 a 10.000 
pg/mL. El coeficiente de variación intra- e inter-ensayo fue del 2% y 18.3% para IL-6, 
y del 2.6% y 13% para TNFα. La medición de la fluorescencia se realizó mediante el 
programa Bio-Plex Manager de un lector de placas Luminex (BioRad, California, 
Estados Unidos), dispositivo que utiliza láseres para identificar simultáneamente los 
diversos marcadores estudiados. 

 
Debido a la posible variabilidad en la cantidad de células sembradas tras la 

electroporación, los resultados inflamatorios obtenidos en cada muestra fueron 
corregidos por cantidad total de proteína. 

 

6.2.4 Bloqueo de la respuesta inflamatoria. 

 

Se llevaron a cabo dos métodos de bloqueo en cultivos HCEC:  

• Mediante anticuerpos neutralizantes de TLR2 y TLR4. 
• Mediante inmunomodulación con lactoferrina humana.  

 



 
 

  
Uxía Regueiro Lorenzo. 
Receptores Toll-like como diana diagnóstica y terapéutica en las ectasias corneales. 90 90 

La utilización de estos compuestos promueve la neutralización de la respuesta 
inflamatoria, evitando la interacción entre los TLRs y sus ligandos activadores. La 
capacidad de bloqueo se evaluó funcionalmente analizando la respuesta inflamatoria 
final. 

 
El bloqueo de los TLRs estimulados en las células HCEC se realizó durante el 

proceso de electroporación, posibilitando así la entrada del tratamiento al espacio 
intracelular y su acceso a los receptores TLR2 y TLR4.  

 
Para ello, las células previamente levantadas y contadas según el protocolo 

descrito en el apartado 6.1.1, fueron repartidas en tubos Falcon de 15mL estériles a 
una densidad de 1x106 células por tubo. A cada tubo se le añadió 1mL de medio de 
cultivo específico de HCEC [Anexo 4] para resuspender y mantener las células durante 
1hora a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2. A continuación, se centrifugó cada tubo 
a 150g durante 5 minutos y, tras descartar el sobrenadante, se resuspendió el pellet 
celular estableciendo varios grupos experimentales: 

 
• Grupo A: células sin tratar; resuspendidas en 100μL de PBS.  

 

• Grupo B: células tratadas con ligandos activadores de TLR2 y TLR4; 
resuspendidas en 100μL de PBS con 1μg/mL de LPS (Escherichia Coli 055:B5, 
ref.L2880, SIGMA, Misuri, Estados Unidos) y 300ng/mL de Pam3CSK4 
(CASRN.112208-00-1, InvivoGen, California, Estados Unidos).192,193  
 

• Grupo C: células bloqueadas y tratadas con ligandos activadores de TLR2 y 
TLR4; resuspendidas en 100μL de PBS con anticuerpos neutralizantes de TLR2 
y 4 o con Lf humana + con 1μg/mL de LPS y 300ng/mL de Pam3CSK4.  
 

• Grupo D: células bloqueadas; resuspendidas en 100μL de PBS con 
anticuerpos neutralizantes de TLR2 y TLR4 o con Lf humana. 
 

Del mismo modo en todos los grupos de estudio, los 100μL de suspensión celular 
fueron transferidos a una cubeta de electroporación (Amaxa Biosystem, Colonia, 
Alemania). La cubeta se insertó en el electroporador Amaxa Nucleofector II (Amaxa 
Biosystem, Colonia, Alemania) y se ejecutó el programa V-023. Inmediatamente 
después de la electroporación, la suspensión celular se resuspendió cuidadosamente 
con 200μL de medio de cultivo específico para HCEC [Anexo 4]. Las células 
electroporadas se sembraron de manera equitativa entre 6 pocillos estériles de una 
placa de 24 (Corning - Thermo Fisher Scientific, Madrid, España), recubiertos con 
polilisina-D (Poly-D-lysine hydrobromide, ref.P6407, SIGMA, Misuri, Estados Unidos) 
diluida al 1:10. 
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Además, se utilizaron dos tipos de medio de cultivo durante el sembrado: 
 

I. Medio de cultivo específico de HCEC sin tratar. 
II. Medio de cultivo específico de HCEC tratado con 1μg/mL de LPS y 300ng/mL 

de Pam3CSK4.192,193 
 

Permitiendo establecer las siguientes combinaciones con los grupos de estudio: 
Grupo B y Grupo C sembrados en medio sin tratar, Grupo D sembrado en medio 
tratado y Grupo A sembrados en medio sin tratar y en medio tratado. [Figura.24] 

 
Tras una incubación de 24 horas (a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2), los 

sobrenadantes fueron recogidos, centrifugados y almacenados a -80ºC para un 
análisis posterior, con el fin de evaluar la presencia de citoquinas pro-inflamatorias. 

 

 
 

 
 

 
 
Figura.24. Grupos de estudio utilizados en el experimento de bloqueo e inmunomodulación 
con anti-TLR2 y anti-TLR4, Lf o anti-Lf. Figura propia. (CC) 
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6.2.4.1 Bloqueo con anticuerpos neutralizantes de TLR2 y TLR4. 
 
Para el bloqueo con anticuerpos neutralizantes se utilizaron simultáneamente 

20μg/mL194 de anticuerpo monoclonal anti-TLR2 [TLR2.1] (ref. ab9100, Abcam, 
Cambridge, Reino Unido) y 20μg/mL194 de anticuerpo monoclonal anti-TLR4 [HTA125] 
(ref. ab30667, Abcam, Cambridge, Reino Unido) durante el proceso de 
electroporación de las HCEC. 

 
6.2.4.2 Bloqueo e inmunomodulación con lactoferrina.  
 
Para evaluar la capacidad de la Lf como inmunomodulador de TLR2 y TLR4, se 

utilizaron 50μg/mL195 de lactoferrina recombinante humana (rLf) (ref. L1294, SIGMA, 
Misuri, Estados Unidos) y 20μg/mL195 de anticuerpo monoclonal de lactoferrina (anti-
Lf) (ref. NBP2-29961, NovusBio, Colorado, Estados Unidos); de forma que un aumento 
de rLf actuaría como bloqueante de la respuesta inflamatoria y la presencia de anti-Lf 
actuaría realizando el efecto contrario.  

 
6.2.4.3 Evaluación de la respuesta inflamatoria tras el bloqueo. 
 

Se utilizó el mismo método de análisis que el descrito en el apartado 6.2.3. Los 
sobrenadantes obtenidos tras el experimento de bloqueo fueron descongelados en 
frío y analizados, mediante la técnica multiplex, siguiendo el protocolo proporcionado 
por el fabricante. Esta vez, se utilizó un kit Milliplex de alta sensibilidad para IL-6, TNFα 
e IL-10 (Milliplex MapKit. Human High Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel, ref. 
HSTCMAG-28SK-03, EMD Millipore, Massachusetts, Estados Unidos); mejorando así 
la sensibilidad de detección de los analitos estudiados (rangos de detección para IL-6, 
TNFα e IL-10 de: 0.18 a 750 pg/mL, 0.43 a 1750 pg/mL, y 1.46 a 6000 pg/mL; 
respectivamente). 

 
Los coeficientes intra- e inter-ensayo fueron respectivamente: <5% e <20% para 

la IL-6, <5% e <15% para el TNFα, e <5% e <20% para la IL-10. La fluorescencia se midió 
con el programa Bio-Plex Manager del lector de placas Luminex (BioRad, California, 
Estados Unidos) y los resultados obtenidos en cada muestra fueron corregidos por 
cantidad total de proteína. 
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 6.3   Determinación del contenido proteico. 
 

La concentración de proteína total presente en cada pocillo se determinó con el 
fin de ajustar los valores de las citoquinas inflamatorias obtenidos tras el análisis de 
los sobrenadantes.  

Así, tras la recogida de sobrenadante realizada en los experimentos 6.2.2.2 y 
6.2.4, las células HCEC de cada pocillo se levantaron mediante tripsinización, 
utilizando la solución tripsinizadora y neutralizante adecuadas [ver Anexo 4]. 
Posteriormente, las células fueron transferidas a tubos Eppendorf de 1.5mL estériles, 
correctamente etiquetados, que se centrifugaron a 150g durante 5minutos. El pellet 
celular resultante fue resuspendido en 900 μL de PBS (Biowest, Misuri, Estados 
Unidos), 100μL de buffer RIPA (ref.RO278, SIGMA, Misuri, Estados Unidos) y 2μL de 
inhibidor de proteasa (ref.04693116001, Roche, Basilea, Suiza) promoviendo la lisis 
celular. Las muestras se mantuvieron 10 minutos en hielo y agitación antes de su 
procesado.  

El contenido proteico total de los lisados celulares se determinó mediante el Kit 
de ensayo de proteínas Micro BCA (Micro BCA™ Protein Assay Kit, ref.23235, Thermo 
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), con un rango de detección proteica de 0.5 
a 200μg/mL. Las muestras se cargaron por duplicado en una placa de 96 pocillos 
(Corning - Thermo Fisher Scientific, Madrid, España) y se realizó su procesado 
siguiendo los pasos detallados en el protocolo del kit. La lectura de la absorbancia se 
realizó a 562 nm en el lector de placas Synergy 2 (Biotek, Vermont, Estados Unidos). 

 
 

 6.4   Análisis estadístico.  

 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el Software SPSS 20.0 para 
Windows (IBM, Nueva York, Estados Unidos). La distribución de los datos se 
comprobó con el test estadístico Kolmogorov-Smirnov. Ante una distribución normal, 
las comparaciones bivariadas entre grupos se realizaron con el test t-Student y las 
comparaciones entre más de 2 grupos con el análisis estadístico ANOVA seguido del 
test estadístico post-hoc Bonferroni. Los resultados se representaron como media y 
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desviación estándar de la media (SD) (media ±SD) con gráficas de barras. Se 
consideraron significativos todos los resultados con una p<0.05.    
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Resultados 

 

 

 

 7.1   Expresión de TLR2 y TLR4 en cultivos de epitelio corneal. 

Inicialmente, se evaluó la expresión de TLR2 y TLR4 localizados a nivel de 
membrana en las células epiteliales corneales del cultivo primario (HCEC) y de la línea 
inmortalizada (HCEC-I). En la Tabla.12 se muestran los resultados obtenidos mediante 
citometría de flujo. 

Tabla.12. Porcentaje de expresión de TLR2 y TLR4 a nivel de membrana en HCEC y HCEC-I. 

 

El porcentaje de expresión de TLR2 y TLR4 en membrana celular fue inferior al 
1.5%, tanto en los cultivos celulares primarios como en los inmortalizados; indicando 
una expresión ínfima de proteína TLR2 y TLR4 superficial en células de epitelio 
corneal.  

Para corroborar que estos valores de expresión no se debían a un fallo de 
protocolo, se utilizó como control positivo un cultivo de células HUVEC. Siguiendo la 
misma metodología experimental, las células HUVEC presentaron una expresión 
media de TLR2 del 3% y una expresión media de TLR4 del 84%, a nivel de membrana. 
La Figura.25 representa los resultados obtenidos mediante citometría de flujo en 
epitelio corneal y en células HUVEC (como control positivo).        

 

TLR2 [%] TLR4 [%] 

HCEC HCEC-I HCEC HCEC-I 

Control Negativo 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.1 0.0 ± 0.0 0.1 ± 0.1 

En membrana 0.5 ± 0.5 0.4 ± 0.1 0.7 ± 1.0 1.4 ± 0.8  
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Figura.25. Porcentaje de expresión de TLR2 y TLR4 a nivel de membrana en HCEC, HCEC-I y 
HUVEC. *p<0.05 con respecto a las demás variables. (N= 3 por grupo). 

 

Debido a la escasa expresión de TLR2 y TLR4 a nivel de membrana en las células 
epiteliales corneales, se evaluó la expresión de ambos receptores a nivel intracelular. 
La Tabla.13 muestra la expresión de TLR2 y TLR4 intracelular, analizada mediante 
citometría de flujo tras un proceso de permeabilización de las membranas celulares. 

 

Tabla.13. Porcentaje de expresión de TLR2 y TLR4 intracelular en HCEC y HCEC-I. 

 
Los resultados evidencian la expresión de TLR2 y TLR4 intracelular en cultivos de 

células epiteliales corneales. Siendo significativamente mayor (p<0.05) la expresión 
intracelular media de TLR4 en el cultivo primario (44%) que en la línea inmortalizada 
(17%); y a su vez, ambos con respecto a los controles negativos. Sin embargo, no se 
observaron diferencias estadísticamente significativas en la expresión intracelular de 
TLR2 entre HCEC y HCEC-I (p=0.153), ni entre ambos y los controles negativos 
(p>0.05).  

 
TLR2 [%] TLR4 [%] 

HCEC HCEC-I HCEC HCEC-I 

Control Negativo 0.2 ± 0.1 0.0 ± 0.1 0.1 ± 0.1 0.0 ± 0.0 

Intracelular 35.1 ± 12.0 0.6 ± 0.0 44.1 ± 5.3 16.7 ± 3.8 
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 7.2   Estimulación de TLR2 y TLR4.  

 

        7.2.1 Estimulación con LPS y Pam3CSK4. 
 

La incubación de HCEC y HCEC-I durante 24 horas con 1μg/mL de LPS y 300ng/mL 
de Pam3CSK4, no modificó los patrones de expresión de TLR2 y TLR4. En la Figura.26, 
se representan los valores de expresión de TLR2 sin estimular y post-estimulación, 
tanto a nivel de membrana como intracelular, para cultivos HCEC y HCEC-I. La 
estimulación con Pam3CSK4 a la dosis previamente descrita no modificó el patrón de 
expresión del TLR2 intracelular (p=0.488 para HCEC). 

 
 
 

 
 

Figura.26. Porcentajes de expresión de TLR2, en membrana e intracelular, obtenidos mediante 
citometría de flujo en cultivos HCEC y HCEC-I, sin estimular y tras una estimulación de 24 horas 
con 300ng/mL de Pam3CSK4. (N= 3 por grupo). 
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La Figura.27, representa el porcentaje de expresión de TLR4 sin estimular y post-
estimulación, en membrana e intracelular, para HCEC y HCEC-I. La estimulación con 
LPS tampoco modificó el patrón de expresión del TLR4 intracelular (p=0.858 y 
p=0.748, respectivamente para HCEC y HCEC-I).  
 
 

 
 
Figura.27. Porcentajes de expresión de TLR4, en membrana e intracelular, obtenidos mediante 
citometría de flujo en cultivos HCEC y HCEC-I, sin estimular y tras una estimulación de 24 horas 
con 1μg/mL de LPS. *p<0.05 con respecto a HCEC-I intracelular; #p<0.05 con respecto a los 
valores obtenidos en membrana y a los controles negativos. (N= 3 por grupo). 
 

Debido al mayor porcentaje de TLR2 y TLR4 intracelular obtenido en los cultivos 
HCEC con respecto a los cultivos HCEC-I, los experimentos realizados a continuación 
se llevaron a cabo solamente en cultivos primarios de epitelio corneal.  
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        7.2.2 Electroporación y estimulación con LPS y Pam3CSK4. 

 
Puesto que la incubación con LPS y Pam3CSK4 no generó la sobreexpresión de 

TLR2 y TLR4 esperada, se utilizó la técnica de electroporación celular para una mayor 
internalización de los estimuladores de TLR2 y TLR4. La Figura.28 muestra células 
HCEC sin electroporar y electroporadas, por microscopía de campo claro a 40x. Se 
evidencia la alteración que sufre la membrana plasmática celular tras el proceso de 
electroporación, al producirse la apertura de poros y el aumento de restos celulares 
en el medio de cultivo. 

 

 A   HCEC sin electroporar  B    HCEC electroporadas 
  

 
 

 

Figura.28. A) células HCEC sin electroporar; B) células HCEC electroporadas. Ambas 
fotografiadas a las 8 horas del sembrado. (Escala: 50μm). 

 

Para evaluar la efectividad de estimulación de TLR2 y TLR4 intracelular se analizó 
la respuesta inflamatoria generada, comparando la concentración de citoquinas 
proinflamatorias liberadas al medio de cultivo en los siguientes grupos: 

1. Cultivos sin estimular. 
2. Cultivos estimulados según el método del apartado 7.2.1. 
3. Cultivos electroporados, sin y con estimulación.  
 
La Figura.29 muestra las concentraciones de IL-6, encontradas en el 

sobrenadante de cultivos HCEC, para los grupos previamente descritos. Se observa 
como la electroporación induce un aumento de expresión de IL-6 (p<0.05). Además, 
al combinar electroporación y estimulación, se genera una expresión de IL-6 

50 μm 
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significativamente mayor (p<0.05) que al electroporar sin estimular. Sin embargo, no 
se aprecian diferencias estadísticamente significativas (p=0.265) entre realizar la 
estimulación durante el proceso de electroporación o, posterior a ella, durante el 
sembrado.  

 

 

Figura.29. Concentraciones de IL-6 (ajustadas a μg de proteína) en el sobrenadante de cultivos 
HCEC sometidos a varios tipos de estimulación. # p<0.05 con respecto a las células no 
electroporadas (sin o con estimulación), *p<0.05 con respecto a las células electroporadas sin 
estimular. (N=4 por grupo). 

 

Al igual que ocurre con IL-6, la expresión de TNFα es significativamente mayor 
(p<0.05) al combinar electroporación y estimulación, que al electroporar sin 
estimular. Por otro lado, no se aprecian diferencias estadísticamente significativas en 
los niveles de concentración de TNFα al realizar la estimulación durante la 
electroporación o, después de ella, durante el sembrado (p=0.389). Estos resultados 
se muestran en la Figura.30. 

 
Los resultados obtenidos para IL-6 y TNFα, evidencian que la utilización 

combinada de electroporación y estimulación (con 1μg/mL de LPS y 300ng/mL de 
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Pam3CSK4) proporciona una respuesta inflamatoria exacerbada. Confirmándose así, 
indirectamente, la funcionalidad de la estimulación de los receptores TLR2 y TLR4. De 
este modo se obtiene una simulación in vitro del mecanismo inflamatorio presente 
en las ectasias corneales. Utilizaremos este modelo para evaluar el posible efecto 
terapéutico del bloqueo de la actividad inflamatoria de TLR2 y TLR4.  

 

  
 
Figura.30. Concentraciones de TNFα (ajustadas a μg de proteína) en el sobrenadante de 
cultivos HCEC sometidos a varios tipos de estimulación. # p<0.05 con respecto a células sin 
electroporar ni estimular; *p<0.05 con respecto a células electroporadas sin estimular. ° p<0.05 
con respecto a células sin electroporar pero estimuladas. (N=4 por grupo) 

 
 
 7.3   Bloqueo de la respuesta inflamatoria obtenida tras la 
estimulación de TLR2 y TLR4. 

 
Para inmunomodular la respuesta inflamatoria, las células HCEC se trataron con 

anticuerpos neutralizantes de TLR2 y TLR4 (20μg/mL cada uno), con Lf recombinante 
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humana (50μg/mL) y con anti-Lf (20μg/mL). El tratamiento se llevó a cabo durante el 
proceso de electroporación, combinándolo además con dos tipos de estimulación: 
una durante la electroporación y otra tras ella, durante el sembrado; ambas con 1 
μg/mL de LPS y 300ng/mL de Pam3CSK4. 

 
Como control negativo se utilizaron células HCEC electroporadas sin estimular. 

Como controles positivos, para evaluar la modulación de la respuesta inflamatoria, se 
utilizaron células HCEC electroporadas, estimuladas durante la electroporación y 
estimuladas al sembrado. Los sobrenadantes obtenidos a las 24 horas, se recogieron 
para el análisis de moléculas inflamatorias como IL-6, TNFα e IL-10. 

 
 

       7.3.1 Bloqueo con anticuerpos neutralizantes de TLR2 y TLR4.  
 

La expresión de IL-6, TNFα e IL-10 tras el bloqueo simultáneo con 20μg/mL de 
anticuerpo neutralizante de TLR2 y 20μg/mL de anticuerpo neutralizante de TLR4, se 
representa en la Figura.31.  

 
El bloqueo simultáneo de TLR2 y TLR4 con anticuerpos neutralizantes induce una 

disminución de la respuesta inflamatoria evaluada por los niveles de IL-6, TNFα e IL-
10; aunque en ningún caso esta reducción fue estadísticamente significativa (p>0.05). 

 
De las tres moléculas inflamatorias analizadas, solo se observaron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) en los niveles de TNFα generados por células 
estimuladas durante el sembrado (con o sin bloqueo) frente a los generados por 
células estimuladas durante la electroporación (con o sin bloqueo).  

  
Desafortunadamente, la estimulación con LPS y Pam3CSK4 no indujo la 

sobreexpresión inflamatoria previamente observada; hecho que puede estar 
minimizando el efecto del bloqueo de TLR2 y TLR4 con los anticuerpos neutralizantes. 

 
Cabría esperar que la expresión de IL-6 e IL-10 fuese significativamente mayor 

en las muestras estimuladas que en las no estimuladas, tal y como ocurre en el 
apartado 7.2.2 y en la gráfica B de la Figura.31. Debido a ello, no se pueden sacar 
conclusiones sobre la efectividad del bloqueo de la respuesta inflamatoria con 
anticuerpos neutralizantes de los TLRs. 
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Figura.31. Expresión de IL-6 (A), TNFα (B) e IL-10 (C); en HCEC electroporadas sin estimular, 
estimuladas, y bloqueadas con anticuerpos neutralizantes de TLR2 y TLR4. *p<0.05 con 
respecto a HCEC “sin estimular”, “estimuladas al electroporar” y “bloqueadas con anti-TLR, 
estimuladas al electroporar”. (N=6 por grupo). 
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7.3.2 Tratamiento con Lf recombinante (rLf).  

 
La expresión de IL-6, TNFα e IL-10 tras el tratamiento con 50μg/mL de rLf se 

representa en la Figura.32. No se observaron diferencias estadísticamente 
significativas entre la expresión de IL-6 e IL-10 en las muestras estimuladas con 
respecto a las muestras sin estimular. Tan solo se obtuvieron diferencias significativas 
entre la concentración de TNFα en las muestras estimuladas al sembrado frente a las 
muestras sin estimular (p<0.001). 

 
Por otro lado, para evaluar el efecto proporcionado por el tratamiento con rLf 

en cada molécula inflamatoria, se comparó la expresión obtenida tras el bloqueo con 
respecto a la expresión obtenida en sus controles “positivos” estimulados. Como 
resultado, los niveles de IL-6 e IL-10 aumentaron tras el tratamiento con rLf; sin 
embargo, este aumento no fue estadísticamente significativo. En cuanto a la 
expresión de TNFα, el tratamiento con rLf durante la electroporación supuso un 
aumento con respecto a su control positivo estimulado; siendo este aumento 
estadísticamente significativo (p<0.001). Por la contra, el valor de TNFα obtenido tras 
el tratamiento con rLf en la muestra estimulada al sembrado disminuyó con respecto 
al valor de su control positivo, aunque no de manera significativa.  

  

7.3.3 Bloqueo con anticuerpo de Lf (anti-Lf).  

 
La Figura.33 muestra la expresión de IL-6, TNFα e IL-10 tras el bloqueo con el 

anticuerpo de Lf.  
 
La expresión de TNFα tras el bloqueo con 20μg/mL de anti-Lf es diferente según 

se aplique sobre células estimuladas durante el sembrado o sobre células estimuladas 
durante la electroporación. En el primer caso, el bloqueo induce una disminución 
estadísticamente significativa de la concentración de TNFα (p<0.001); mientras que 
en el segundo, se aprecia un leve aumento aunque sin relevancia estadística. 

 
La expresión de IL-6 tras el tratamiento con anti-Lf se ve aumentada, pero sin 

mostrar diferencias estadísticas significativas con respecto al control “positivo” 
estimulado. La expresión de IL-10 tras el bloqueo con anti-Lf muestra valores más 
reducidos que sus controles estimulados; aunque esta reducción tampoco es 
estadísticamente significativa.  
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Figura.32. Expresión de IL-6 (A), TNFα (B) e IL-10 (C); en HCEC electroporadas sin estimular, 
estimuladas, y tratadas con rLf. ° p<0.05 con respecto a HCEC “sin estimular”, *p<0.05 con 
respecto a HCEC “estimuladas al electroporar”. (N=6 por grupo).     
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Figura.33. Expresión de IL-6 (A), TNFα (B) e IL-10 (C); en HCEC electroporadas sin estimular, 
estimuladas, y bloqueadas con anti-Lf. *p<0.05 con respecto a HCEC “sin estimular”, #p<0.05 
con respecto a HCEC “estimuladas al electroporar” y “bloqueadas con anti-Lf, estimuladas al 
sembrado”. (N=6 por grupo).              
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En este trabajo se ha evaluado la utilidad diagnóstica y pronóstica de los 
receptores TLR2 y TLR4 en pacientes con ectasia corneal (QC y DPM) y en sus 
familiares de primer orden. A su vez, se ha examinado la asociación de estos 
receptores con posibles ligandos endógenos presentes en lágrima (cFn, HSP60 y Lf). 
Por otro lado, mediante un estudio in vitro en cultivos celulares primarios e 
inmortalizados de epitelio corneal humano, se ha investigado la expresión y 
estimulación de TLR2 y TLR4, y el bloqueo de ambos receptores como posible diana 
terapéutica anti-inflamatoria para la ectasia corneal.   

 

 8.1   Expresión de TLR2 y TLR4 en los grupos de estudio: correlación 
con el grado de ectasia corneal e influencia de las características de 
la muestra.  
 

Desde hace años, el estudio de la inflamación como mecanismo fisiopatológico 
del QC ha sido el objetivo de numerosas investigaciones, viéndose que el desequilibrio 
entre moléculas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, así como entre enzimas que 
causan la degradación de la matriz extracelular y sus inhibidores, y el estrés oxidativo 
son eventos que actúan simultáneamente y que conducen a la progresión de la 
enfermedad.196–199 Sin embargo, todavía no está claro si estas alteraciones son una 
causa o un efecto de ella. En este sentido, varios estudios clínicos apoyan la idea de 
que su patogenia implica un componente inmune además del inflamatorio.139,179,200  

 
En este trabajo se demuestra la alteración de la inmunidad innata en la superficie 

ocular de pacientes con ectasia corneal respecto a sujetos familiares y control. El 
análisis de TLR2 y TLR4 en el tejido epitelial corneal y conjuntival de nuestros grupos 
de estudio (QC, DPM, familiares de primer orden y controles), evidenció que la 
expresión de estos receptores inmunes es superior en pacientes con QC y DPM que 
en sus familiares de primer orden, y en ambos casos mayor que en sujetos control. 
Los biomarcadores estudiados, tanto en córnea como en conjuntiva, permiten 
diferenciar claramente a los pacientes con ectasia corneal de los sujetos control, 
aunque de todos ellos, el TLR2 corneal y el TLR4 conjuntival son los que mejor 
discriminan, respectivamente, entre los pacientes con QC y DPM, y los sujetos sanos. 

 
Por lo tanto, la inflamación en el QC y en la DPM podría ser inmuno-innata 

dependiente; constituyendo, al igual que ocurre en otras enfermedades 
degenerativas, un proceso progresivo crónico en el que la alteración de la 
inmunomodulación y de la reparación conlleve a la destrucción tisular. 
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Nuestros resultados corroboran la alteración conjuntival en la patología ectásica. 
Dicha alteración parece tener más relevancia en la DPM, y quizás, esto pueda 
contribuir a las diferencias morfológicas existentes con respecto al QC. El hecho de 
que la DPM sea una condición menos común, hace que el estudio de su fisiopatología 
sea muy limitado. Hasta el momento, tan solo Páztor et al,53 han estudiado la 
concentración de diversos mediadores inflamatorios (IL-6, IL-10, MMP9,TIMP1…) con 
el fin de determinar desigualdades bioquímicas entre DPM y QC. Concluyeron que la 
MMP9 fue el único mediador que presentaba diferencias relevantes entre ambos 
grupos de pacientes; y consecuentemente, el ratio entre esta metaloproteasa y su 
inhibidor (TIMP1), fue superior en la DPM frente al QC y los sujetos control (2.45, 0.40 
y 0.23, respectivamente). Estos resultados sugieren que la degradación tisular podría 
ser más pronunciada en la DPM. Las alteraciones inflamatorias e inmunes en ambos 
tipos de ectasia corneal apoyan la afirmación del Consenso Global de Queratocono y 
Enfermedades Ectásicas11 acerca de que el QC y la DPM constituyen diferentes 
presentaciones clínicas de la misma enfermedad, pudiendo representar un final 
común de similares procesos patológicos.  

  
En nuestro estudio, los familiares de primer orden de pacientes con ectasia 

corneal presentaron cierta alteración tisular. En ellos, tal y como cabría esperar, la 
expresión de TLR2 y TLR4 fue inferior que en los grupos patológicos (QC y DPM) pero 
notablemente superior al grupo control, mostrando, con respecto a este último 
grupo, diferencias estadísticamente significativas en TLR2, corneal y conjuntival, y en 
TLR4 conjuntival. Este hallazgo corrobora la hipótesis de que los familiares de 
pacientes con ectasia corneal presentan mayor predisposición para el posible 
desarrollo de la enfermedad. Si bien es cierto que, en muchos casos, este grupo de 
sujetos suelen tener una elevada prevalencia de ectasia no diagnosticada,201 nuestro 
estudio fue muy estricto en la selección de los sujetos, de manera que, en ningún 
caso, se incluyeron ectasias subclínicas. Prueba de ello es la similitud en los valores 
clínicos, siempre pareados, entre los familiares y el grupo control. Naderan et al96 
sugieren que la elevada prevalencia de Hª familiar entre los pacientes con QC puede 
deberse tanto a factores ambientales como genéticos. En consecuencia, es 
importante tener especial cuidado con este grupo de estudio, realizar un seguimiento 
más exhaustivo y valorar con extremada atención si van a ser sometidos a cirugía 
refractiva. La detección de biomarcadores en familiares en los que no existe sospecha 
diagnóstica de ectasia corneal sería muy útil como prueba preoperatoria decisiva. 

 
Por otro lado, estudios recientes demuestran que los cambios moleculares 

asociados a la ectasia corneal no solo se reflejan en la superficie ocular, sino que 
también pueden reflejarse a nivel sistémico. Toprak et al202 observaron que, en la 
patogénesis del QC, el estrés oxidativo no solo tiene un papel local, sino que también 
existen alteraciones sanguíneas en el estado oxidativo y antioxidante. En línea con 
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estos resultados, a finales de 2017, nuestro grupo de trabajo publicó un estudio en el 
que se evaluó la expresión de TLR2 y TLR4 en monocitos y neutrófilos de pacientes 
con QC en comparación con sujetos control.179 La expresión de TLR2 y TLR4 en ambos 
tipos celulares fue significativamente superior en los pacientes con QC; 
observándose, además, una fuerte correlación entre la expresión de TLR2 (en 
monocitos y neutrófilos) y de TLR4 (en monocitos) con los niveles séricos de IL-1β, IL-
6, TNFα, MMP9 y NF-κB. Estos hallazgos a nivel sistémico podrían relacionarse con la 
afectación de la superficie ocular, pero no se encontró ninguna correlación entre la 
expresión de TLR2 y TLR4 (en monocitos y neutrófilos) y el grado de evolución en el 
ojo más avanzado de QC. 

 
En este estudio, sin embargo, al comparar el grado de afectación del QC y de la 

DPM con la expresión de TLR2 y TLR4 en tejido corneal y conjuntival, observamos 
cómo, localmente, sí que se establece una fuerte correlación entre ambos 
parámetros. Para corroborar la consistencia de esta correlación utilizamos diferentes 
variables topográficas y tomográficas como indicadores cuantitativos del grado de 
ectasia. Los índices topográficos permiten valorar la evolución de la ectasia corneal.203 
En nuestro trabajo, todos los índices topográficos utilizados (PDmáx, KPI y asimetría 
I-S) mostraron una fuerte correlación positiva con los TLRs; especialmente el índice 
KPI con TLR2 y TLR4 corneal en el QC, y con TLR4 corneal y conjuntival en la DPM. Los 
valores aberrométricos también son buenos indicadores de la afectación. Delgado et 
al204 y Colak et al205, confirman que las aberraciones de alto orden en la cara anterior 
de la córnea se correlacionan de forma positiva con el grado de QC, y por tanto, 
suponen una herramienta útil para el abordaje diagnóstico y para la clasificación de 
la enfermedad. En nuestro estudio, los valores aberrométricos obtenidos en ambos 
tipos de ectasia corneal mostraron una correlación positiva con los TLRs estudiados; 
de modo que, a mayor valor de Z3

±1 y de Coma-like, mayor expresión de TLR2 y TLR4 
corneal y conjuntival. Los valores tomográficos de elevación, tanto de la cara anterior 
como de la cara posterior, siguieron una correlación similar a la obtenida con los 
valores aberrométricos. En cuanto a la paquimetría mínima, también definida como 
un parámetro de gradación,11 se observó una correlación negativa con la expresión 
de TLR2 y TLR4 en QC; de modo que a menor valor paquimétrico, mayor expresión de 
estos receptores inmunes corneales y conjuntivales. Todo ello, confirma que cuanto 
más avanzada es la enfermedad más altos son los valores de los receptores Toll-like. 

 
Con respecto a la influencia de las variables epidemiológicas en los resultados 

obtenidos, el cumplimiento estricto de los criterios de selección contribuye a evitar 
cualquier sesgo de inclusión. Sin embargo, algunas variables, como la edad o la 
distribución por sexos, podrían suponer una limitación en este estudio.  
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La diferencia de edad entre los grupos de estudio se debe al distinto curso de 
progresión que sigue cada patología. La edad media de presentación de la DPM es 
más elevada que la del QC;20 esto explica que, para poder estudiar ambas patologías 
en similares condiciones de gravedad, el reclutamiento de pacientes será realizado a 
distintas edades. Lo mismo ocurre con el grupo de familiares de primer orden que, 
por tratarse de hijos o hermanos de los pacientes con ectasia corneal, la edad media 
en este grupo será menor. Páztor et al53 afirman haber demostrado que la 
concentración de MMP9 lagrimal en su muestra de estudio no se alteró 
significativamente con la edad. Podríamos deducir que si a nivel inflamatorio no 
existen cambios con la edad, tampoco tendría porque haberlos a nivel inmune, pero 
a día de hoy no encontramos ningún estudio que resolviese esta cuestión. La 
distribución de hombres y mujeres difirió significativamente entre los grupos de 
estudio debido a la alta prevalencia de hombres en la DPM. La predominancia de 
hombres en la DPM es un hecho ampliamente estudiado.19,20 Goto et al 206 observaron 
que las diferencias entre sexos no influían en los resultados de su estudio topográfico. 
Si extrapolamos este hallazgo a nuestro estudio, la diferencia entre sexos no debería 
de suponer una limitación.  

 
Podemos destacar que ni la enfermedad alérgica ni el porte de LC influyeron en 

los resultados obtenidos. Tal y como mencionamos en el apartado 4.3, incluimos 
como “enfermedad alérgica” a las condiciones atópicas (como rinitis, asma y 
dermatitis atópica) y a las alergias alimenticias, a medicamentos, a picaduras de 
insectos y a animales. A pesar de que numerosos estudios confirman la asociación 
entre QC y enfermedad atópica o alérgica, no solo como factor que desencadena una 
manifestación más temprana de la enfermedad,207 sino también como factor asociado 
a su gravedad;208 en nuestra muestra, la presencia de esta afectación fue similar en 
todos los grupos estudiados y no mostró ninguna correlación con la expresión de los 
receptores Toll-like. Del mismo modo, podemos confirmar que el porte de LC no 
interfirió en los niveles de TLR2 y TLR4. Sabiendo el efecto que causan las LC en los 
marcadores inflamatorios,58 como criterio de inclusión, en este trabajo suspendimos 
el uso de LC una semana antes de la recogida de muestra. 

 
Por otro lado, nuestros resultados respaldan que el picor y el frotamiento ocular 

sí son factores de riesgo asociados al desarrollo de la ectasia corneal, y además 
establecen una correlación positiva con la expresión de los receptores Toll-like 
corneales y conjuntivales. Además, el grupo de familiares presenta cierta 
predisposición al picor y al frotamiento ocular cuando se compara con el grupo 
control, aunque sin llegar a ser estadísticamente significativo. Es sabido que el 
frotamiento intenso aumenta los niveles de proteasas y mediadores inflamatorios en 
la superficie ocular.9 Varios estudios confirman la elevada prevalencia de frotamiento 
ocular en los pacientes con ectasia,41,42,96 sugiriendo que dicho frotamiento puede 
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estar asociado con su patogénesis y progresión. Todo esto recuerda la importancia de 
guiar a los pacientes para que eviten el frotamiento ocular continuado. 
 

El estudio de la AVL y de los signos biomicroscópicos evidenció el cumplimiento 
de los criterios de inclusión, ya que estas variables clínicas junto con el examen 
topográfico, aberrométrico y tomográfico, distinguen entre sano y patológico e 
indican el grado de afectación de la enfermedad.  

 
Finalmente, cabe destacar que en córneas con QC, incluso en estados leves, se 

ha demostrado una morfología anómala del nervio subbasal, pudiendo deberse a que 
estas córneas presentan una alteración del receptor del factor de crecimiento 
nervioso.209,210 En 2015 se publicó el primer estudio en familiares de pacientes con 
QC en el que se observó la presencia de nervios corneales prominentes en las córneas 
de parientes no afectados.209 Observaron que, en ocasiones, esta presencia se 
asociaba a variaciones topográficas mínimas, y concluyeron que si este signo se suma 
a otras alarmas topográficas o tomográficas podría utilizarse para la discriminación de 
formas subclínicas de QC. En nuestro estudio, ninguno de los familiares de primer 
orden seleccionados tenía valores característicos de ectasia corneal subclínica, sin 
embargo, observamos una alta presencia de nervios corneales visibles. Este hallazgo 
justifica, una vez más, la especial atención que se debe de poner en estos pacientes 
ante la posibilidad de que lleguen a desarrollar la ectasia. 

 

 8.2   Expresión de ligandos endógenos en lágrima y su correlación 
con los TLRs.  
 

Estudiar la composición proteómica, lipidómica y metabolómica de la película 
lagrimal supone una herramienta útil para la detección de enfermedades oculares y 
sistémicas; además, no solo proporciona información sobre el origen y el desarrollo 
de la enfermedad, sino que permite diseñar herramientas diagnósticas y nuevas 
opciones terapéuticas.211 El análisis lagrimal, en la ectasia corneal, permitió establecer 
a la inflamación como un importante mecanismo molecular implicado en la patogenia 
de la enfermedad.52,120,134,139 

 
La forma mínimamente invasiva y la poca incomodidad que padece el paciente 

durante el proceso de recogida, convierten a la lágrima en un fluido biológico óptimo 
para su estudio. El método más comúnmente utilizado para recoger muestra lagrimal 
es por microtubo capilar, aunque también existen otros métodos como los filtros de 
acetato o las tiras de Schirmer.53,212 La prueba de Schirmer se utiliza rutinariamente 
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en la evaluación de la sequedad ocular para medir el volumen lagrimal. La utilización 
de estas tiras como método de recogida lagrimal tiene un valor añadido frente al resto 
de métodos, ya que, ofrece la oportunidad de evaluar tanto la cantidad como la 
calidad de la lágrima y evita la realización de un paso adicional en el examen clínico, 
ahorrando tiempo al paciente y al investigador.211,212 Sin embargo, su utilización 
puede inducir lagrimeo reflejo como consecuencia de la irritación provocada por la 
tira en el tejido conjuntival; por este motivo, en nuestro estudio fuimos 
extremadamente cuidadosos durante la recogida, con el fin de minimizar errores 
metodológicos. La prueba se realizó siempre en iguales condiciones y tiempos para 
todos los pacientes y sujetos de estudio. 

 
El análisis lagrimal también puede suponer un desafío, ya que, debido al pequeño 

volumen de muestra recogida, se necesitan métodos de detección muy sensibles.211 
La técnica ELISA es el método más comúnmente utilizado, por ser un ensayo 
cuantitativo que ofrece una elevada sensibilidad y fiabilidad para este tipo de análisis. 
Por otro lado, la tecnología multiplex permite medir simultáneamente numerosas 
moléculas en pequeños volúmenes de muestra.53 En este estudio examinamos la 
expresión de tres potenciales ligandos endógenos lagrimales (cFn, HSP60 y Lf) 
implicados en la activación de TLR2 y TLR4. A pesar de las ventajas que ofrece la 
tecnología multiplex, actualmente no se ha diseñado ninguna placa que incluya el 
análisis simultáneo de estos tres analitos, por ello empleamos la técnica ELISA. Según 
nuestra hipótesis la expresión de TLR2 y TLR4, corneal y conjuntival, debería 
correlacionarse con cambios de concentración en los ligandos endógenos lagrimales 
estudiados. [Figura.34] 

 
 

 
 

Figura.34. Asociación entre los cambios de concentración en los posibles ligandos 
endógenos lagrimales y la expresión de TLRs. Figura propia. (CC). 



Discusión 

 115 

La fibronectina es una glucoproteína de alto peso molecular que se encuentra 
en la matriz extracelular y en fluidos corporales como el plasma, el líquido amniótico 
y la lágrima.213 La fibronectina lagrimal puede proceder de los vasos sanguíneos 
conjuntivales, de la glándula lagrimal o de la propia córnea.213,214 Estudios recientes 
han confirmado que las córneas con QC muestran una mayor deposición de esta 
glucoproteína, en la membrana basal epitelial215 y en el estroma medio-anterior216, al 
compararlos con controles normales. La fibronectina tiene una serie de funciones 
biológicas, que incluyen la promoción de la adhesión, la migración y la diferenciación 
celular, así como la mejora de la actividad fagocítica; además, juega un papel 
importante en la curación de heridas de la superficie ocular.217 El aumento de los 
niveles de fibronectina celular en lágrima tras la cirugía refractiva corneal, parecen 
contribuir a la curación del defecto epitelial provocado.218 Por otro lado, cabe 
destacar, que también se ha observado un aumento de cFn durante procesos 
inflamatorios en los pulmones, en las articulaciones y en la película lagrimal durante 
el cierre palpebral (que induce un estado de inflamación subclínica en la superficie 
ocular).213 Sabiendo que la cFn es un ligando de TLR2 y TLR4, y que su alteración en 
córneas con QC y en procesos inflamatorios es evidente; cabría esperar que nuestros 
resultados mostrasen una correlación positiva entre la concentración de cFn lagrimal 
y la expresión de los receptores Toll-like. Sin embargo, la concentración de cFn 
obtenida en el grupo QC no mostró diferencias estadísticamente significativas con 
respecto a los sujetos sanos; tampoco se correlacionó con la expresión de TLRs ni con 
los marcadores de evolución de la enfermedad. En contraste con estos resultados, los 
niveles de cFn se correlacionaron fuertemente y de manera positiva con la expresión 
de TLR2 conjuntival y con Z3

±1 en los pacientes con DPM. La concentración de cFn en 
la DPM fue casi 3 veces mayor a la obtenida en QC y en controles, y aproximadamente 
4 veces mayor a la obtenida en familiares de primer orden. 

 
Las proteínas de choque térmico (HSP) constituyen un grupo heterogéneo de 

moléculas asociadas, generalmente, a la respuesta frente al estrés oxidativo.219 La 
HSP60 puede actuar como un agente anti- o pro- inflamatorio y, aunque se considera 
una chaperona típicamente mitocondrial, también puede localizarse en el citosol, en 
la superficie celular, en el espacio extracelular y en la sangre periférica. El aumento 
de HSP60 extracelular sirve como una señal de peligro que conlleva a la activación del 
sistema inmune,220 pudiendo interactuar con TLR2 y TLR4. Cuando actúa como un 
agente pro-inflamatorio, la HSP60 induce la secreción de citoquinas, la liberación de 
TNFα y la activación de NF-ΚB.219,221 Este es el primer estudio que evalúa la presencia 
y la participación de la HSP60 en la ectasia corneal, como resultado, obtuvimos que 
su concentración lagrimal en todos los grupos muestrales fue inferior al límite de 
detección del ELISA utilizado; sugiriendo que no existe HSP60 a nivel lagrimal o que 
se encuentra en cantidades mínimas de modo que nuestra metodología no permite 
detectarla. En concordancia con nuestros resultados, la evaluación de chaperonas en 
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el proceso inflamatorio conjuntival implicado en la queratoconjuntivitis vernal, 
aseguró la ausencia de HSP60 en biopsias conjuntivales de pacientes con esta 
afectación, sin embargo confirmó la participación de otras chaperonas como la 
HSP27, HSP40, HSP70 y HSP90, todas ellas con carácter pro-inflamatorio.222 Sería 
interesante evaluar, en futuros estudios, el papel de éstas otras chaperonas pro-
inflamatorias en la ectasia corneal. 

 
En cuanto a la lactoferrina, se trata de una glicoproteína multifuncional que 

desempeña un papel defensivo clave en la película lagrimal gracias a su acción 
antimicrobiana, antiinflamatoria e inmunomoduladora.223 Según Kijlstra et al,224 
representa el 25% del total de proteínas lagrimales, siendo invariable con la edad y 
con el sexo. Otros estudios, sin embargo, han encontrado variaciones con la edad y 
con situaciones asociadas a la inflamación, como son el sueño, el ojo seco o la 
conjuntivitis vernal.225 El análisis lagrimal en pacientes con QC, realizado en varios 
estudios, mostró una reducción de esta glicoproteína en comparación con los valores 
obtenidos en sujetos control.52,140,226 La Lf en lágrima procede principalmente de la 
glándula lagrimal, aunque Santagati et al227 han demostrado que las células epiteliales 
de la superficie ocular también producen cantidades detectables de Lf, siendo mayor 
la expresión en el tejido epitelial conjuntival que en el corneal. Además, se ha 
demostrado que la Lf ejerce un efecto inhibidor sobre la respuesta inflamatoria 
mediada por TLR2 y TLR4;228 por tanto, la reducción de Lf podría inducir la 
exacerbación de dicha respuesta. En nuestro estudio, debido a las altas desviaciones 
estándar, no hemos observado diferencias estadísticamente significativas en los 
valores de Lf lagrimal entre el QC y los demás grupos. Sin embargo, sí se pudo apreciar 
una reducción gradual con el siguiente patrón: controles > familiares > QC > DPM. Por 
otro lado, la concentración de Lf en QC, sí parece evidenciar una leve correlación 
negativa con el TLR4 conjuntival. Con respecto al grupo DPM, los valores de Lf lagrimal 
mostraron diferencias significativas frente al grupo control, y se correlacionaron 
negativamente con la expresión de los TLRs y con el grado de afectación de la ectasia. 

 
En conjunto, se puede concluir que la cFn y la Lf, como ligandos endógenos de 

los TLRs, tienen un gran valor en la DPM; pero, a diferencia de lo que observan otros 
trabajos, nuestro estudio no muestra que ambos ligandos tengan tanto valor en el 
QC. Concretamente, un trabajo reciente realizado en nuestro grupo evidenció la 
implicación de la Lf en el QC subclínico y en el QC establecido, confirmando su papel 
como ligando inhibidor de los receptores Toll-like.229 Esta diferencia de resultados 
puede deberse al rango de detección del ELISA utilizado. En nuestro trabajo, el rango 
de detección de la Lf fue menor que el utilizado en el otro estudio; implicando, 
consecuentemente, una mayor dilución de las muestras. La mayor dilución de las 
muestras podría ser la causa de la superposición de las desviaciones estándar 
resultantes entre los grupos QC y control. Teniendo en cuenta todo esto, podríamos 
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postular que, tanto el incremento lagrimal de cFn en la DPM, como la disminución de 
la Lf en ambos tipos de ectasia corneal (QC y DPM); se asocian con la expresión de 
receptores Toll-like y se correlacionan con el grado de afectación de la enfermedad.  

 

 8.3   Evolución de los TLRs tras año y medio de seguimiento.  
 

En este trabajo se ha investigado la evolución de los receptores Toll-like a lo largo 
del tiempo. Para ello, 19 meses después de haber realizado el análisis inicial, se volvió 
a repetir el examen en una muestra reducida de nuestros pacientes y sujetos de 
estudio. Como resultado, se observó que los receptores TLR2 y TLR4 presentaban una 
tendencia a la disminución en el tejido corneal y una tendencia al aumento en el tejido 
conjuntival. Aunque, en todo momento, se mantuvieron las diferencias estadísticas 
significativas entre el grupo control y los grupos de estudio patológicos (QC y DPM). 

 
Cabe destacar, que ninguna de estas variaciones se asoció a cambios 

morfológicos, topo- ni tomo-gráficos, en las muestras estudiadas (resultados no 
mostrados). Para poder establecer una asociación entre la alteración de los TLRs en 
el tiempo y la progresión de la ectasia corneal sería necesario un estudio con más 
años de seguimiento.  

 
Actualmente, debido a la falta de información que existe en esta materia y por 

ser pioneros en este campo de trabajo, no podemos establecer de forma sólida a qué 
se deben las tendencias en el perfil temporal de expresión de los TLRs corneales y 
conjuntivales. Una causa que explicase los resultados obtenidos podría ser la 
implicación de los cambios estacionales. Las muestras del estudio inicial se recogieron 
y analizaron predominantemente durante meses cálidos con respecto a las muestras 
recogidas y analizadas en el seguimiento. Bind et al230 y Khoo et al231 especulan acerca 
de la implicación de la temperatura y de la exposición solar en la expresión de dichos 
receptores inmunes; sin embargo, sus resultados son contradictorios. Bind et al230 
postulan que un aumento de temperatura (como ocurre en primavera-verano) 
conlleva a una hipometilación del gen encargado de transcribir la proteína TLR2, y 
consecuentemente, a su infraexpresión. Por la contra, Khoo et al231 justifican que la 
vitamina D3 (cuya presencia es directamente proporcional a la exposición solar) 
puede inducir un aumento de TLR2 y TLR4. Con respecto a nuestros resultados, las 
variaciones de expresión observadas en los TLRs conjuntivales coinciden con la 
hipótesis de Bind et al230, mientras las variaciones de expresión observadas en los TLRs 
corneales coinciden con la hipótesis de Khoo et al231.  
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Futuros estudios permitirán determinar a que se deben estas tendencias. 
Además, sería muy importante incluir la evaluación de los receptores Toll-like en 
familiares de pacientes con ectasia corneal para observar su progresión en el tiempo. 

 

 8.4   Cultivos de epitelio corneal: expresión y estimulación de TLRs.  
 

El epitelio de la superficie ocular forma una barrera física contra el medio 
ambiente externo y actúa como primera línea de defensa. La inmunidad innata 
corneal difiere de la inmunidad innata convencional; ya que, ante la falta de un 
sistema vascular o linfático establecido, las células epiteliales son las responsables de 
inducir inflamación mediante los TLRs.157,232 Aunque la detección de microorganismos 
patógenos es posiblemente su tarea más importante, una reacción de defensa 
exagerada contra ligandos endógenos podría iniciar y perpetuar la respuesta inmune 
innata, y promover la respuesta inmune adaptativa.173   

 
Tal y como pudimos observar en nuestros resultados clínicos, TLR2 y TLR4 

parecen estar involucrados en la ectasia corneal. La activación de estos receptores 
tiene efectos inflamatorios, tanto beneficiosos como perjudiciales, sobre la córnea.172 
La comprensión de los TLRs corneales y de las consecuencias inflamatorias de su 
activación puede permitir el desarrollo de nuevas terapias específicas que, mediante 
administración tópica, prevengan la ectasia. Por ello, el objetivo del estudio in vitro 
fue evaluar la capacidad de estos TLRs como posible diana terapéutica 
antiinflamatoria.  

 
El ARNm de TLR2 y TLR4 ha sido detectado en el epitelio corneal humano sano 

por varios estudios;157,233–237 sin embargo, es importante tener en cuenta que la 
presencia del transcriptor no indica necesariamente la expresión de la proteína. Las 
evidencias sobre la expresión de proteína receptora TLR2 y TLR4 en el epitelio corneal 
son bastante conflictivas, ya que, si bien es cierto que la mayoría de estudios 
confirman su presencia; su localización a nivel celular y su funcionalidad todavía 
generan debate. 157,172,192,233,237 

  
Algunos receptores Toll-like se localizan en la membrana celular y responden a 

PAMPs extracelulares, otros, se localizan en el interior celular y responden a PAMPs 
que atraviesan la membrana plasmática. TLR2 y TLR4 son receptores típicamente de 
superficie.172 Sin embargo, en este trabajo evidenciamos que los cultivos de epitelio 
corneal sano (HCEC y HCEC-I) poseen TLR2 y TLR4 intracelular y no en membrana, 
siendo mayor la expresión en el cultivo primario que en el inmortalizado. En 
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concordancia con nuestro resultado, Ueta et al233,235 observaron una expresión 
intracelular, con localización citoplasmática perinuclear, de TLR2 y TLR4 en HCEC. En 
contraste, Song et al192 determinaron que el TLR4 se expresaba en membrana en los 
cultivos celulares de epitelio corneal primario e inmortalizado. Por otro lado, Kumar 
et al238 encontraron que, en HCEC y HCEC-I, el TLR2 se expresa en superficie y el TLR4 
se expresa intracelular. Dado que estos estudios mencionados anteriormente se han 
llevado a cabo con células cultivadas, la variabilidad en los datos resultantes puede 
estar relacionada con la variación del donante (en cultivos primarios) y con las 
diferencias acerca de cómo se derivaron las líneas celulares (en las inmortalizadas).237 
Teniendo esto presente, es importante recalcar que, aunque de una manera u otra, 
los receptores inmunes sean detectados en cultivos de epitelio corneal, la distribución 
que presenten a nivel celular puede influir en su funcionalidad.  

 
De los distintos ligandos que pueden reconocer los TLRs, muchos son moléculas 

indicativas de daño en el tejido, productos de descomposición de la matriz 
extracelular o microorganismos incitadores de infección.239,240 Se ha demostrado que 
Pam3CSK4 y LPS, como agonistas de TLR2 y TLR4, tienen la capacidad de inducir 
reacciones hiperinflamatorias en diferentes tipos celulares.172,241 Estudios realizados 
en cultivos de epitelio corneal sano, en los que la expresión de TLR2 y 4 se localizaba 
en membrana, observaron una adecuada funcionalidad de los receptores frente a sus 
agonistas, con aumento de secreción de IL-6, IL-8 y TNFα, y con activación del NF-
ΚB.192,234,238 En nuestro estudio, al igual que ocurre en otros trabajos donde TLR2 y 4 
se encuentran localizados intracelularmente, no obtuvimos ninguna sobreexpresión 
de los receptores inmunes estudiados tras 24 horas de incubación con dosis elevadas 
de Pam3CSK4 y LPS; indicando que la expresión intracelular de ambos receptores no 
es capaz de transducir señales al interior de la célula epitelial corneal 
sana.157,233,235,238,242 Por tanto, los factores pro-inflamatorios no siempre inducen una 
respuesta de defensa en las células epiteliales corneales. Ueta et al235 sugieren que 
este hallazgo es indicativo de una condición “inmunosilente” en la superficie ocular. 
Esta condición parece contribuir al mantenimiento de una relación simbiótica entre 
el epitelio corneal y los microorganismos que habitan en la superficie ocular, con el 
fin de prevenir una respuesta inflamatoria innecesaria a la flora bacteriana normal.243 

 
De manera similar, el reconocimiento inmune en el epitelio conjuntival e 

intestinal sano también provoca controversia.244–247 En ellos, al igual que ocurre en el 
epitelio corneal, la ubicación intracelular de TLR2 y TLR4 y su falta de respuesta a 
determinados agentes, también parecen ser mecanismos utilizados para aportar 
tolerancia frente a las bacterias comensales y a la vez conservar latente la capacidad 
de respuesta a los patógenos, aunque, por el momento, no está clara la explicación 
específica para este hallazgo.  
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Un estudio realizado sobre un modelo experimental animal con ojo seco 
confirmó que la expresión de TLR4 era intracelular en situación normal, pero que, 
durante la enfermedad, su expresión celular aumentaba a nivel de membrana.248 Esta 
afirmación da a entender que las células epiteliales corneales podrían ser capaces de 
expresar TLR superficial cuando se encuentran ante una situación comprometida. 
Esto nos hizo pensar que si la exposición a LPS y a Pam3CSK4 no era suficiente para 
generar un estímulo en nuestros cultivos celulares, quizá el sometimiento de los 
cultivos a electroporación no solamente serviría para crear poros e internalizar los 
ligandos estimuladores, sino también para crear una alteración que permitiese inducir 
la sobreexpresión de los TLRs en la superficie celular. Dado que la activación de TLR2 
y TLR4 conduce a la producción de citoquinas pro-inflamatorias, en este trabajo 
evaluamos la respuesta inmune analizando los cambios de concentración en IL-6 y 
TNFα. Como resultado, observamos que las células electroporadas proporcionan 
niveles de IL-6 y TNFα significativamente mayores que las células sin electroporar, y 
que la combinación electroporación-estimulación genera una expresión inflamatoria 
significativamente mayor que electroporar sin estimular. Estos resultados confirman 
la funcionalidad de los receptores TLR2 y TLR4 intracelulares. Este modelo de 
inflamación fue utilizado para evaluar el efecto del bloqueo de los TLRs. 

 
En un experimento similar de Ueta et al233 se introdujo LPS artificialmente en el 

citoplasma de células HCEC mediante un agente de transfección; sin embargo, en su 
caso, la translocación experimental del LPS al citoplasma no produjo respuesta 
inmune. Zhang et al242 sugirieron que la falta de respuesta al LPS en las células 
epiteliales corneales humanas podría deberse a la expresión deficiente de MD2, un 
componente esencial para la señalización de LPS-TLR4. Lang et al249 confirmaron que 
la adición de MD2 exógeno al medio de cultivo permitía restablecer la capacidad de 
respuesta al LPS. Blais et al250 observaron, en secciones de tejido epitelial corneal 
humano, que las células basales y aladas expresaban MD2, pero no las superficiales; 
sugiriendo que el TLR4 solo se activa cuando existe una brecha en el epitelio, para así 
prevenir la inflamación inapropiada mientras el epitelio esté intacto.  

 
A pesar de toda esta información, actualmente no está claro el mecanismo que 

contribuye al funcionamiento de los receptores Toll-like 2 y 4 intracelulares. Por ello, 
sería interesante realizar más estudios acerca de su respuesta a otros ligandos (como 
cFn y Lf endógenos) en el epitelio corneal.  
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 8.5   Cultivos de epitelio corneal: bloqueo de TLRs.  
 

En este trabajo, para inmunomodular la respuesta inflamatoria mediada por los 
receptores Toll-like, las células HCEC fueron tratadas con anticuerpos neutralizantes 
de TLR2 y TLR4, con Lf y con anti-Lf. El tratamiento se realizó durante el proceso de 
electroporación y estimulación. Contrariamente a lo esperado, la amplia variabilidad 
de los resultados obtenidos no nos permitió sacar conclusiones firmes acerca del 
efecto inmunomodulador, y consecuentemente, puso en duda la efectividad del 
modelo in vitro utilizado.  

 
El bloqueo de TLR2 mediante anticuerpos neutralizantes, ya había sido estudiado 

en otros tipos celulares (RAW264.7), confirmando que la unión específica del anti-
TLR2 al TLR2 inhibía significativamente la producción de IL-6 y TNFα inducida por 
Pam3CSK4.251 Del mismo modo, la respuesta inflamatoria inducida por LPS a través 
del receptor Toll-like 4, fue inhibida (en cultivos celulares de miocitos cardiacos) 
mediante la unión del anticuerpo neutralizante anti-TLR4 a dicho receptor.221 Estudios 
realizados en epitelio corneal,237,238 revelan que anti-TLR2 y anti-TLR4 inhiben la 
función de TLR2 y TLR4 presentes en membrana; sin embargo, ningún estudio evaluó 
el papel inmunomodulador en los TLRs intracelulares, ni de Lf y anti-Lf, en HCEC. Es 
sabido que, aunque la Lf puede estimular y/o reprimir la producción de ciertas 
citoquinas, el efecto general es la atenuación de la inflamación excesiva.228,252 Por ello, 
la Lf puede ejercer un importante papel terapéutico en las ectasias corneales 
caracterizadas por sobreexpresión de receptores Toll-like. Los anticuerpos 
monoclonales frente a Lf (anti-Lf) parecen ser herramientas útiles para identificar 
regiones de la molécula que son importantes en su actividad biológica;253 de modo 
que, el uso de anti-Lf debería bloquear la actividad de la Lf y contrarestar su efecto. 
Por todo ello, sería interesante que, en un futuro, se evaluase el papel de estos 
inmunomoduladores en HCEC.  

 
Creemos que la principal limitación en nuestro estudio de los TLRs como diana 

terapéutica fue el modelo in vitro utilizado. Recientemente, en Abril de 2018, se 
describió un nuevo modelo de ectasia corneal en conejos que implica el tratamiento 
con colagenasa.181 Según Qiao et al181 este modelo simula la topografía, el 
adelgazamiento y la biomecánica corneal del QC, por lo que podría servir para 
investigar más a fondo la patogénesis de la ectasia corneal y evaluar nuevos 
tratamientos. Otra opción podría ser el cultivo de córneas donantes con ectasia 
corneal; aunque se ha observado una cantidad significativa de estrés oxidativo en este 
tipo de cultivos, que evidencia un efecto biológico alterado y un tiempo de viabilidad 
limitado.254 Otro estudio reciente de 2017,255 propone la utilización de un modelo 
tridimensional de cultivos HCEC-I, disponible comercialmente (SkinEthic ™ de Episkin), 
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con el objetivo de crear una estructura similar morfológica y funcionalmente al tejido 
humano in vivo. Este modelo ha demostrado ser útil en el estudio del efecto in vitro 
de fármacos256 y en valoraciones experimentales con cuantificación objetiva, pero, 
una vez más, la vida útil es muy limitada (5 días).255 Desde nuestro punto de vista, lo 
más interesante sería buscar la manera de realizar el estudio directamente en células 
epiteliales de ojos con QC o con DPM. 

 
Como conclusión, un cambio de modelo experimental permitirá llevar a cabo 

futuras investigaciones que evalúen con efectividad el bloqueo de TLR2 y TLR4 como 
estrategia terapéutica antinflamatoria.  
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Estudio Clínico 
 

1. La expresión corneal y conjuntival de receptores Toll-like 2 y 4 es 
significativamente mayor en ojos con ectasia corneal (queratocono o 
degeneración pelúcida marginal) que en ojos sanos. 

2. El receptor Toll-like 2 corneal está más elevado en pacientes con 
queratocono que en los demás grupos de estudio. 

3. En el grupo de familiares, el receptor Toll-like 4 conjuntival muestra valores 
inferiores a los patológicos pero superiores a los controles. 

4. Los valores topográficos, tomográficos y aberrométricos corneales se 
correlacionan con la expresión de receptores Toll-like 2 y 4, en córnea y 
conjuntiva. 

5. La expresión lagrimal de fibronectina celular y lactoferrina se encuentra, 
respectivamente, aumentada y reducida en pacientes con degeneración 
pelúcida marginal. 

6. El perfil temporal de expresión de los receptores Toll-like 2 y 4 evidencia una 
tendencia a una disminución en córnea y a un aumento en conjuntiva. Son 
necesarios más estudios para concluir a que se deben estas tendencias. 

 

 

Estudio in Vitro 
 

1. El porcentaje de receptores Toll-like 2 y 4 en membrana celular es inferior al 
1% en cultivos primarios e inmortalizados de epitelio corneal humano. 

2. El porcentaje de receptores Toll-like 2 y 4 intracelular es mayor en cultivos 
primarios de epitelio corneal humano que en cultivos inmortalizados. 

3. Por sí solos, los lipopolisacáridos y el Pam3CSK4 no estimulan la expresión 
de receptores Toll-like 2 y 4 en cultivos de epitelio corneal humano; no 
siendo válido como modelo in vitro para el estudio de los receptores Toll-like 
como diana terapéutica. 
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4. La combinación de electroporación y lipopolisacáridos-Pam3CSK4 genera 
una respuesta inflamatoria aumentada; aunque debido a su falta de 
homogeneidad, no aporta valores sólidos que permitan evaluar el bloqueo 
de los receptores Toll-like.  

5. Es necesario optimizar un modelo in vitro o in vivo de ectasia corneal para 
evaluar dianas terapéuticas que bloqueen la inmunidad innata. 
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ANEXO 1. PROTOCOLO DEL ESTUDIO CLÍNICO 
 
 
 
 
Código_________      Fecha examen___/____/______    Teléfono________________ 
 
 
Nombre y apellidos ____________________________________________________ 
 
 
Sexo:   Hombre              Mujer                             
 
 
Edad: _______años  
 
Edad diagnóstico (en caso de ectasia corneal): _______ años     
 
 
Examen:     Inicial                Seguimiento                                                                 
                                    
 
Grupo:     Control                Familiar                     QC                      DPM                                    
                            
 
 
Enfermedades alérgicas:                     Si                        No                     Tipo:  
 
Enfermedades generales asociadas:     Si   No                     Tipo: 
 
Enfermedades oculares asociadas:      Si            No                     Tipo: 
 
 
Tratamientos actuales (en curso): Generales    Si                 No                 Cuales: 
 
                                                        Oculares       Si                 No                 Cuales: 

                                                                                                                   Tº sin él: 
 
 
Antecedentes familiares con ectasia corneal:   Si                 No                           
                                     
                                       

                       Tipo de antecedente:   QC              DPM 
      
              
               Grado:    Hermano/a               Padre/Madre                 Ambos                Otros  
 
  

0  1  

1  

1  

0  

0  

1  
1  

0  
0  

1  0  

1  2  

1  2  3  4  
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                                                         OD                       OI 
 
 
Porte de LC:            Si                 No                                  Si                  No             
           
          Tº sin ellas:           _____________ horas            _____________horas 
  

          Tipo de LC:          __________________                       __________________ 
 
 
 
Picor ocular:               Si                 No                                  Si                  No                 
 
Frotamiento ocular:        Si                 No                                  Si                  No     
 
 
 
AVL*1:           Sin corrección _____________          Sin corrección ______________ 
                        Con corrección _____________         Con corrección ______________        
                          
                                 
 
Signos biomicroscópicos:                                                    
                                                
                                       Si                 No                                  Si                  No 
 
                 Tipos*2:      _____________________                 _____________________ 
 
 
 
Topografía corneal:          
 
                                       PDC   ____________ D                 PDC   ____________ D 
                                          K1   ____________ D                    K1   ____________ D 
                                          K2   ____________ D                    K2   ____________ D 
                                          dK   ____________ D                    dK   ____________ D 
                                   PDmáx   ____________ D             PDmáx   ____________D             
                                 dPDmáx   __________ mm            dPDmáx  __________ mm 
                          asimetría I-S   ____________ D           asimetría I-S  ____________D 
                             índice KPI   ____________ %             índice KPI   ____________% 
 
              
 
 Aberrometría (RMS):       
                           Coma (Z3

±1) ____________µm           Coma (Z3
±1) ___________ µm 

                           
                             Coma-Like ____________µm             Coma-Like ___________ µm 
 
 

1  0  1  0  

1  0  1  0  
1  0  1  0  

1  0  1  0  



Anexo 1 

 149 

                                                                
                                                     OD                                OI 
  
 
Grado de QC                                                            
                                      Leve (K2<45D)       Leve (K2<45D) 
 

                               Moderado (45-52D)             Moderado (45-52D)                            
 
                              Avanzado (K2>52D)           Avanzado (K2>52D)                                           
 
 
Morfología (ectasia corneal) 
 
                                                Redondo                                            Redondo 
                                                       

                                                      Oval                                                   Oval 
                                                     

                                                  Pajarita                                              Pajarita 
 
     Pinza de cangrejo                              Pinza de cangrejo          
 
 
Orbscan       
               
              Elevación anterior __________mm           Elevación anterior __________mm         
            Elevación posterior __________mm         Elevación posterior __________mm 
            Paquimetría central __________µm          Paquimetría central __________µm         
           Paquimetría mínima __________µm        Paquimetría mínima __________µm  
                          dPaquiMin __________mm                      dPaquiMin __________mm 
 
 
 
Recogida de lágrima:     Si                  No                                 Si                  No                 
 
Recogida de epitelio:     Si                  No                                 Si                  No     
 
 
 
 
 
 
 
 
Notas: 
 
 
 
 
 
 

1  
2  
3  

4  

1  
2  
3  

1  
2  
3  

1  
2  
3  
4  

1  0  1  0  
1  0  1  0  
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*1 Clasificación de la AVL  
   
     
                      0,05 - o inferior     0,400 - 0,500  1,00 - o superior 
   
                       0,100 - 0,160     0,600 - 0,700   
 
                       0,200 - 0,300     0,800 - 0,900 
 
 
 
*2 Clasificación de los Signos Biomicroscópicos 
 
 

   Nervios Corneales Visibles 
  
           Estrías de Vogt     
 
                 Anillo de Fleischer     
 
                                                   Varios 
 

                          Incurvamiento Inferior 
 
                       Leucoma corneal 
 
 
 

  

7  1  
2  
3  

4  
5  
6  

4  

1  
2  
3  

5  
6  
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ANEXO 2. INFORME FAVORABLE DEL COMITÉ ÉTICO 
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ANEXO 3.  EXPLORACIÓN CLÍNICA, RECOGIDA DE MUESTRA, 
ANÁLISIS MOLECULAR Y CELULAR 

  
 

 
Figura.35. Código QR con enlace a https://youtu.be/3Cgc_tUMTAU. Protocolo de exploración 

clínica [vídeo explicativo]. 
 
 

 
Figura.36. Código QR con enlace a https://youtu.be/LRzDGiTlirE. Protocolo de recogida de 

lágrima y análisis molecular [vídeo explicativo]. 
 
 

 
Figura.37. Código QR con enlace a https://youtu.be/54fiiR9lLpo. Protocolo de recogida de 

epitelio y análisis celular [vídeo explicativo]. 

https://youtu.be/3Cgc_tUMTAU
https://youtu.be/LRzDGiTlirE
https://youtu.be/54fiiR9lLpo
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ANEXO 4. CONDICIONES DE CULTIVO 

 
 

HCEC                             

Primary Human Corneal Epithelial Cells                                                     PCS-700-010 (ATCC) 
  
                                             0.01 mg/mL fibronectin from human plasma, F2006, SIGMA, Missouri, USA  
Precoated                      0.03 mg/mL collagen from calf skin, C9791, SIGMA, Missouri, USA 
                                             0.01 mg/mL bovine serum albumin, A2058, SIGMA, Missouri, USA 
                                             Water, 647016, Laboratorios Grifols SA, Barcelona, Spain 
 

Medium                          Corneal epithelial cell basal medium, PCS-700-030, ATCC, Virginia, USA 
 

 

Medium Supplements       
                                        
                                        Corneal epithelial cell growth kit, PCS-700-040, ATCC, Virginia, USA:  

 5 mg/mL apo-transferrin  
 1 mM epinephrine 
 0.4% extract P  
 100 ng/ml hydrocortisone  
 6 mM L-Glutamine  
 5 mg/ml rh Insulin   
 CE growth factor  

 

                                          33 μM Phenol Red, PCS-999-001, ATCC, Virginia, USA 
 
                                          10 uds/mL Penicillin & 10 μg/mL Streptomycin, 15140-122, GIBCO,MA,USA 
                                          25 ng/mL Amphotericin B, A2942, SIGMA, Missouri, USA 
 
 

Wash Buffer                D-PBS, w/o magnesium, w/o calcium, sterile filtered; 30-2200, ATCC,     
                                         Virginia, USA. 3mL for every 25cm2 
 

Subculturing                Trypsin-EDTA, PCS-999-003, ATCC, Virginia, USA. 2mL for every 25cm2 
                                         Trypsin neutralizing solution, PCS-999-004, ATCC, Virginia, USA. 2mL for  
                                         every 25cm2 
 

Centrifugation            150xg for 5 minutes  

 
 

Tabla.14. Condiciones de cultivo para HCEC. Tabla propia. 
 
 
 

HCEC-I                             

Inmortalized Human Corneal Epithelial Cells                                            CRL-11515 (ATCC)                                         
  
                                             0.01 mg/mL fibronectin from human plasma, F2006, SIGMA, Missouri, USA 
Precoated                      0.03 mg/mL collagen from calf skin, C9791, SIGMA, Missouri, USA 
                                             0.01 mg/mL bovine serum albumin, A2058, SIGMA, Missouri, USA 
                                             Water, 647016, Laboratorios Grifols SA, Barcelona, Spain 
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Medium                     Keratinocyte – serum free médium, 17005-042, GIBCO, MA, USA 
 

 

Medium Supplements        
                                        
                                       Supplements for keratinocyte-SFM, 37000-015, GIBCO, MA, USA: 

 5 ng/mL human recombinant EGF 
 0.05 mg/mL bovine pituitary extract 

 
                                       0.005 mg/mL insulin solution human, 19278, SIGMA, Missouri, USA 
                                       500 ng/mL hydrocortisone, H0888, SIGMA, Missouri, USA 
                                            
                                       10 uds/mL Penicillin and 10 μg/mL Streptomycin, 15140-122, GIBCO, MA, USA 
                                       25 ng/mL Amphotericin B, A2942, SIGMA, Missouri, USA 
 
 

Wash Buffer              Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS), w/o magnesium, w/o  
                                      calcium, sterile filtered; L0615-1000, Biowest, Missouri, USA,  
                                       3mL for every 25cm2                                      
 

Subculturing              Trypsin-EDTA, 25200-072, GIBCO, MA, USA 2mL for every 25cm2 
                                       Neutralizing solution: Medium, 4mL for every 25cm2. 
 

Centrifugation            150xg for 5 minutes 

 
 

Tabla.15. Condiciones de cultivo para HCEC-I. Tabla propia. 
 
 

HUVEC                             

Primary Human Umbilical Vein Endothelial Cells                          Dr. Ezequiel Álvarez (IDIS)                                     
  
 Precoated                       0.2% gelatin solution type B, G1393, SIGMA, Missouri, USA 
                                        Water, 647016, Laboratorios Grifols SA, Barcelona, Spain 
 

 

Medium                          Endothelial cell growth medium, C-22010, Promocell, Heidelberg, Germany 
 

 

Medium Supplements        
                                        
                                           SupplementMix endothelial cell growth medium, C-39215, PromoCell,  
                                           Heidelberg, Germany 
 

                                            10 uds/mL Penicillin & 10 μg/mL Streptomyicin, 15140-122, GIBCO,MA,USA 
                                            25 ng/mL Amphotericin B, A2942, SIGMA, Missouri, USA 
 
 

Wash Buffer                  Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS), w/o magnesium, w/o  
                                          calcium, sterile filtered; L0615-1000, Biowest, Missouri, USA,  
                                          3mL for every 25cm2                                       
 

Subculturing                  Trypsin-EDTA, 25200-072, GIBCO, MA,USA, 2mL for every 25cm2 
                                           Neutralizing solution: Medium, 4mL for every 25cm2 
 

Centrifugation                200xg for 5 minutes  

 

 

Tabla.16. Condiciones de cultivo para HUVEC. Tabla propia. 
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