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Método para el diagnéstico y seguimiento de la efectivi-
dad del tratamiento del ojo seco.

La presente invencion se refiere a un método de diagnés-
tico del ojo seco en pacientes con dicha patologia y al se-
guimiento de la efectividad del tratamiento por medio de
la concentracién del dinucleétido diadenosina tetrafosfa-
to (Ap,4A). Este método permite analizar las concentracio-
nes del compuesto diadenosina tetrafosfato, Ap,A, de una
muestra de lagrima del paciente para determinar su pre-
sencia, que en los casos de 0jo seco se encuentra anor-
malmente elevada. De este modo objetivamente se puede
confirmar o descartar la presencia de esta patologia.

El método de diagnéstico de la presente invencién com-
prende: la deteccion por medio de la técnica de cromato-
grafia liquida de alta presion (HPLC) de la molécula Ap4A,
para cuyo calculo se empleara una muestra estandar del
Ap,A de origen comercial y concentracion conocida; y la
utilizacion un método luminométrico para la deteccion y
cuantificacién del dinucleétido Ap,A, mediante el empleo
de luciferin-luciferasa.
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DESCRIPCION

Meétodo para el diagndstico y seguimiento de la efectividad del tratamiento del ojo seco.
Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de diagnéstico molecular del ojo seco en pacientes con dicha patologia
y al seguimiento de la efectividad del tratamiento por medio de la determinacion de la concentracién del dinucleétido
diadenosina tetrafosfato (Ap,A).

Estado de la técnica

La pelicula lagrimal constituye una barrera natural que separa al ojo del medio externo (Records, 1979). Esta
pelicula estd formada por tres capas de diferente naturaleza, una de mucina, otra acuosa y por dltimo una lipidica. La
funcién de la ldgrima puede establecerse en torno a tres frentes fundamentales: 1) mantener himeda y lubricada la
superficie ocular, 2) aportar elementos nutricionales a la cérnea y eliminar los cuerpos extrafios y restos celulares con
el parpadeo y 3) constituir la primera barrera de defensa frente a las infecciones (Dilly, 1994).

En condiciones normales existe un equilibrio entre la composicién y la funcién de la pelicula lagrimal de modo que
cuando éste se ve alterado puede dar lugar a numerosas complicaciones en la superficie ocular. Estas complicaciones
se conocen genéricamente como problemas de ojo seco y dependiendo del grado del desequilibrio, serdn mas o menos
severas.

Entre las causas que pueden provocar este desequilibrio podemos encontrar una deficiencia en la secrecion lagrimal
(de ahi el término ojo seco) que puede estar motivada, por un sindrome denominado de Sjogren o una inestabilidad de
la pelicula lagrimal debido al porte y/o deterioro de las lentes de contacto. Todas estas complicaciones muestran que
los sintomas que puede tener un paciente y los signos que nos advierten de esta patologia no estan correlacionados. Lo
que implica que podemos encontrar pacientes con un volumen de la secrecion lagrimal bajo y ningtin sintoma ocular y
otros con un volumen lagrimal normal y los sintomas oculares caracteristicos del ojo seco. La falta de correlacion entre
sintomas y signos ha sido reportada en la literatura especializada (Nichols y col., 2004; McArthy y col., 1998; Schein
y col., 1997). Esta situacién contradictoria, hace que existan grandes diferencias entre la etiologia y patofisiologia
(Lemp, 1995; 1998), motivo por el cudl es dificil un diagndstico preciso del ojo seco.

Hoy en dia existen numerosos cuestionarios y pruebas que muestran los sintomas que padecen los pacientes y
miden los signos que presentan. Entre estas pruebas, el Dry Eye Workshop propuso el uso de un cuestionario validado
de sintomas, una prueba para evaluar el dafio de la superficie ocular, la medida de la inestabilidad lagrimal y la
demostracion de la hiperosmolaridad lagrimal, como elementos para enjuiciar esta patologia.

El cuestionario de sintomas es poco reproducible, al igual que la medida de inestabilidad lagrimal, debido a la
subjetividad tanto del paciente como del examinador. La evaluacién del dafio superficial como prueba aislada no es
util ya que no valora exclusivamente el ojo seco, y su correlacién con las otras pruebas propuestas por el Dry Eye
Workshop es baja.

Para la medida de la osmolaridad lagrimal, si queremos que sea fiable y precisa, se necesita un volumen de lagrima
grande, esto es dificil de obtener en pacientes con sequedad ocular sin estimular el componente reflejo de la secrecién
lagrimal. Este componente falsearia el valor de la osmolaridad del sujeto. Ademads, la medida de la osmolaridad
lagrimal requiere ser realizada inmediatamente a continuacion de la recogida para evitar que la ldgrima se evapore
y falsee los resultados. En la actualidad existen micro osmométros que pueden medir la osmolaridad con cantidades
pequeiias de ldgrima pero su fiabilidad y reproducibilidad son deficientes.

Recientemente, el Dry Eye Workshop ha presentado los nuevos criterios que deben seguir las pruebas subjetivas
y objetivas para los ensayos clinicos del ojo seco. No obstante, en el panorama actual, no dejan de aparecen nuevas
pruebas invasivas y no invasivas para el diagndstico del ojo seco. Dichas pruebas intentan identificar y analizar mar-
cadores bioldgicos que permitan detectar claramente si un individuo tiene o no ojo seco (Grus y col., 2005). Pero son
pruebas con poco utilidad practica ya que los instrumentos necesarios para realizarlas son muy caros y requieren una
formacién muy especializada para su utilizacion.

La patente US 5,884,630 describe un método de diagndstico del ojo seco basado en los cambios de temperatura
en la superficie corneal y en la velocidad de evaporacion de la lagrima. El hecho de que las condiciones atmosféricas
sean tan estrictas (24 grados de temperatura y 40% de humedad) para que este método sea eficaz, lo convierte en poco
préactico.

Recientemente, se ha descrito la presencia de una familia nueva de compuestos en la pelicula lagrimal (Pintor
y col., 2002). Estos compuestos, los diadenosina polifosfatos, son nucleétidos naturales que presentan numerosas
acciones bioldgicas tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular (McLennan, 2000). Estos dinucleétidos estan
formados por dos moléculas del nucledsido adenosina unidas por una cadena variable de grupos fosfato, abreviados
como ApnA (n =2-7).
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Aunque la actividad de estos nucledtidos en tejidos oculares no se ha investigado completamente, se sabe que
estos compuestos, actuando a través de los receptores P2, modulan la presion intraocular en los conejos (Pintor y
col., 2002a).0tra accién de estos dinucleotidos, en este caso en la superficie ocular, es la estimulacién de la secrecién
lagrimal, cuando los dinucleétidos Ap,A, ApsA, y ApgA, son instilados de forma tépica(Pintor y col., 2002b). Por otra
parte, el nucleétido uridin trifosfato, UTP y el Ap,A mejoran la cicatrizacion de las heridas corneales superficiales en
los conejos de la raza Nueva Zelanda (Pintor y col., 2004).

No se conoce ninguna patente en la que se describa a algin dinucledtido, como el Ap,A, como molécula de interés
diagnéstico. Existen, sin embargo, patentes que describen el empleo de dinucleétidos para el tratamiento de diversas
patologias. Asi por ejemplo las patentes US 2003207825 y CN 1575181 tratan del empleo de los dinucledsidos po-
lifosfatos para el tratamiento de procesos edematosos oculares especialmente enfocados a la retina. Por otro lado la
patente US 2003207825 describe el uso de estos mismos compuestos para el tratamiento de afecciones relacionadas
con las secreciones mucosas, de fluidos en general asi como para procesos de agregacion plaquetaria. En este mis-
mo orden de cosas la patente US 2003036527 describe el empleo de dinucledsidos polifosfatos para la limpieza de
mucosidades en el ojo, pulmones, oidos etc. Por dltimo, la patente WO0112644 describe el empleo de dinucledsidos
polifosfatos como agentes terapéuticos para el tratamiento de las infecciones con el virus VIH.

Es, por consiguiente, de extraordinario interés encontrar una molécula estable que presente en la lagrima pueda
cambiar sus concentraciones en diversas condiciones de sequedad ocular, haciendo fécil y mds preciso el diagnostico,
el seguimiento y la mejora de los tratamientos para el ojo seco.

Descripcion de la invencion

La presente invencidn se refiere a un método de diagndstico del 0jo seco que se caracteriza por analizar una muestra
para determinar la presencia del compuesto diadenosina tetrafosfato, Ap4A, que en los casos de ojo seco se encuentra
anormalmente elevado. De este modo objetivamente se puede confirmar o descartar la presencia de esta patologia.

La muestra puede obtenerse a partir de la ldgrima del paciente a través de diversos métodos de extraccion, entre
los cuales destacamos el denominado test de Schirmer, o la extraccién por medio de una pipeta o tubo capilar.

El método de diagndstico de la presente invencién comprende adicionalmente la deteccién por medio de la técnica
de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) de la molécula Ap,A.

La presente invencidn tiene también por objeto proporcionar un método de andlisis para estudiar la evolucion de
los posibles tratamientos que para el ojo seco se pudiesen prescribir a los pacientes con dicha patologia, basado en la
determinacion de los niveles del dinucleétido Ap,A.

Por otro lado, la presente invencién, tiene como objetivo adicional proporcionar un método de andlisis de com-
puestos para identificar aquellos que sean terapéuticamente ttiles para el tratamiento del ojo seco basdndose en la
determinacion del dinucleétido Ap,A.

Existe una dificultad manifiesta para el diagndstico del ojo seco, ya que se dan situaciones muy diferentes como
las que se han comentado con anterioridad, la presente invencién demuestra que la determinacién de los niveles del
dinucleétido Ap,A supone tener por primera vez una herramienta molecular gracias a la cudl los cambios en los
niveles de esa molécula permiten conocer de forma totalmente clara la existencia o no de ojo seco. Ademds segin sea
la concentracién del Ap,A en la lagrima se podra conocer el nivel de severidad de esta patologia.

De acuerdo con el método de diagndstico de la presente invencion las pautas de andlisis para conocer la existencia
de ojo seco quedarian de la siguiente forma:

A todo paciente al que se quiera diagnosticar si tiene ojo seco se le tomard una muestra de ldgrima de volumen
conocido de entre 10 uL.-100 uL por medio del test de Schirmer, pipeta o bien tubo capilar.

Un volumen de inyeccién de 10 uL.-100 uL. de ldgrima se procesa por medio de un filtro de 0.02 y de tamaiio
de poro como paso previo a la inyeccién en un sistema de cromatografia liquida de alta presién (HPLC). Para la
determinacion del dinucledtido Ap,A en la ldgrima el sistema cromatogrifico se equilibra con una fase mévil que
contenga 10 mM KH,PO,, 2 mM tetrabutil amonio y 10-17% de acetonitrilo todo ello a pH 7,5. Alternativamente,
se puede emplear otra fase mévil que contenga 0.1 M KH,PO,, 3-5% metanol, pH 6,5. En ambos casos la deteccién
se llevard a cabo midiendo la absorbancia a 256-260 nm de longitud de onda. En cualquiera de las dos condiciones
anteriormente descritas el compuesto diadenosina tetrafosfato es facilmente identificable y cuantificable. Para calcular
la concentracién del dinucleétido Ap,A en la muestra de lagrima, se empleard una muestra estandar del Ap,A de
origen comercial y concentracién conocida.

Alternativamente, segiin otro aspecto de la siguiente invencidn, la deteccidn y cuantificacién del dinucleétido Ap,A
se puede realizar por un método luminométrico, tomando como en el caso anterior una muestra de 50 yL de lagrima
del paciente. Esta es calentada durante 5 min. a 100°C, y pasado este tiempo se procede a afiadir una cantidad activa
de la enzima luciferin-luciferasa, permitiendo que el sistema se estabilice durante 5 min. Transcurrido este tiempo
se afladen 0,3 U/mL o una cantidad que sea enzimaticamente activa, de la fosfodiesterasa de Crotalus durissus (EC
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3.1.15.1) o alternativamente de la fosfodiesterasa de Crotalus adamanteus (EC 3.1.4.1). Cualquiera de estas enzimas
rompen el Ap,A y producen el ATP que pasa a reaccionar con la luciferin - luciferasa y como consecuencia de dicha
reaccion se produce luz que es captada por un equipo de medida (detector). La cantidad de luz se corresponde con la
cantidad de ATP medida que, a su vez, se corresponde con la cantidad de Ap,A que hay en la muestra puesto que la
reaccién de la fosfodiesterasa produce una molécula de ATP por molécula de Ap,A. En paralelo se realizard una recta
de calibrado con Ap,A comercial de concentracién conocida para poder cuantificar los niveles de Ap,A que haya en
la muestra.

En el caso en el que se desee hacer un seguimiento de la posible eficacia de un tratamiento para el ojo seco, se
procedera del mismo modo y simplemente se estudiara si los niveles del dinucle6tido Ap,A han disminuido a niveles
normales durante y después del tratamiento, compardandolo con el valor patoldgico (valor inicial).

Si lo que se desea es realizar un estudio de la bisqueda de sustancias terapéuticas para el tratamiento del ojo seco
se tomard la ldgrima del animal de experimentacién que presente la condicién de ojo seco y se procederd a aplicar el
farmaco, después de lo cual se tomard una muestra de 10 uL.-100 uL por medio del test de Schirmer, pipeta o bien
tubo capilar, para ser posteriormente analizado como se ha descrito anteriormente. Las variaciones de los niveles del
dinucleétido Ap,A se contrastardn antes del tratamiento (situacién patoldgica) y tras el tratamiento.

Breve descripcion de las figuras

Para facilitar la comprensién de la invencién y formando parte de esta memoria descriptiva se acompafian una serie
de figuras:

Enla Figura 1 aparecen perfiles cromatograficos, con respecto al Tiempo de Retencién en minutos. Aqui se pueden
observar las diferencias existentes en la concentracion del Ap,A entre el individuo normal (registro superior “D”), con
0jo seco y lagrimacién normal (registro “C”), con 0jo seco y lagrimacién baja (registro “B”), y el estdndar comercial
(registro “A”).

La Figura 2 muestra un diagrama de barras con los valores de concentracion del Ap,A (uM) en individuos normales
asintomdticos -volumen de ldgrima normal-, en pacientes sintomdticos de ojo seco y con volumen de lagrimacién
normal “A” y en pacientes sintomdticos de ojo seco con volumen de lagrimacién baja “B”. Con La letra “C” se
recogen los valores de concentracion del Ap,A para los sujetos sintomdticos de ojos seco “A'y B”.

La Figura 3 corresponde a la recta de calibracion de la medida luminométrica de Ap,A donde se puede apreciar la
correlacion entre la cantidad de luz emitida (RLU) y la concentracién del dinucleétido.

La figura 4 muestra la cuantificacién de las concentraciones de Ap,A (1 uM) en pacientes normales no sintomaticos
(muestras normales) y pacientes con sintomatologia de ojo seco y con volumen de lagrimacién bajo “A” calculadas
con el empleo del método luminométrico y la recta de calibrado mostrada en la figura 3.

Modo de realizacion de la invencion

El método de la presente invencion se ilustra a continuacién mediante tres ejemplos, los cuales no son limitativos
de su alcance.

Ejemplo 1

Medida de los niveles de Ap,A en un paciente con 0jo seco segtin los cuestionarios sobre sintomas y signos apa-
rentes. El paciente poseia molestias tipicas de sequedad ocular y lagrimacién baja. Se tom6 una muestra del volumen
de lagrima del paciente (por medio del test de Schirmer) colocdndole una tira de Schirmer en cada ojo y permitiendo
que se impregnara de ldgrima durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se retiré la tira y se introdujo en un tubo que
contenia 500 uL de agua ultrapura. Se agit6 el tubo durante 2 min. y su contenido se pasé a través de un filtro de 0.02
u de poro. Una vez filtrado se tomaron 25 uL y se inyectaron en el cromatégrafo equilibrado con una fase mévil que
contenia 10 mM KH,PO,, 2 mM tetrabutil amonio y 15% de acetonitrilo todo ello a pH 7.5. El Ap,A se detecté a 260
nm de longitud de onda. La medida de dicha muestra demostré una concentracién para el dinucleétido Ap,A de 11.2
+ 0.5 uM. Este resultado es significativamente superior que el nivel normal del Ap,A en la ldgrima en individuos sin
ojo seco que es de 0.108 + 0.018 uM (Pintor y col., 2002).

Ejemplo 2

Medida de los niveles de Ap,A en un paciente con 0jo seco seglin los cuestionarios sobre sintomas (posefa moles-
tias) y sin signos aparentes de ojo seco al tener un volumen de lagrimacién normal. Se tom6 una muestra de 1dgrima
del paciente (por medio del test de Schirmer) colocindole una tira de Schirmer en cada ojo y permitiendo que se
impregnara de ldgrima durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se tomo la tira y se introdujo en un tubo que contenia
500 uL de agua ultrapura. Se agit6 el tubo durante 2 min. y su contenido se pasé a través de un filtro de 0.02 u de poro.
Una vez filtrado se tomaron 25 uL y se inyectaron en el cromatégrafo equilibrado con una fase mévil que contenia
10 mM KH,PO,, 2 mM tetrabutil amonio y 15% de acetonitrilo todo ello a pH 7.5. El Ap,A se detecté a 260 nm de
longitud de onda. Las medidas de dicha muestra demostr6 una concentracién para el dinucleétido Ap,A de 1.7 +£ 0.3
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uM. Este resultado es significativamente superior que el nivel normal del Ap4A en la ldgrima en individuos sin ojo
seco que es de 0.108 + 0.018 uM (Pintor y col., 2002).

Ejemplo 3

Medida de los niveles de Ap,A en individuos asintomdticos y a pacientes con 0jo seco segin los cuestionarios
sobre sintomas (poseia molestias) y sin signos aparentes de ojo seco al tener un volumen de lagrimacién normal. Se
tom6 una muestra de lagrima del paciente (por medio del test de Schirmer) colocandole una tira de Schirmer en cada
0jo y permitiendo que se impregnara durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se tomo la tira y se introdujo en un tubo
que contenia 500 uLL de agua ultrapura. Se agité el tubo durante 2 min y se tomd una alicuota de 50 uL la cual se
introdujo en un bafio a 100°C durante 5 min. Transcurrido ese tiempo y una vez que la temperatura de la muestra
era de 37°C, se le afladieron 110 uL de tampén acetato, y se afiadieron 20 uL del reactivo luciferin-luciferasa para
obtener una concentracion final en la muestra de 2 mg/ml, se agitd la muestra, se esperé 5 minutos y posteriormente se
registrd la emision basal de luz con un sistema de deteccién (lumindmetro). A continuacion se afiadi6é un volumen de
fosfodiesterasa de Crotalus durissus (EC 3.1.15.1) o alternativamente de Crotalus adamanteus (EC 3.1.4.1) para tener
una concentracion final de 0.3 U/mL en la muestra. Acto seguido se midi6 la generacién de luz como consecuencia de
la hidrdlisis del Ap,A y la concomitante aparicion del ATP. Esta medida de luz se compard con una realizada en las
mismas condiciones con concentraciones conocidas del Ap,A.
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REIVINDICACIONES

1. Método de andlisis in vitro para el diagndstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento
en pacientes con dicha patologia, que comprende recoger una muestra de ldgrima para determinar la concentracién de
Ap4A presente en la lagrima.

2. Método de andlisis in vitro para el diagndstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento en
pacientes con dicha patologia, segin reivindicacion 1, caracterizado porque la concentraciéon de Ap4A presente en la
lagrima se realiza por andlisis cromatografico.

3. Método de andlisis in vitro para el diagndstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento en
pacientes con dicha patologia, segin reivindicacion 1, caracterizado porque la concentraciéon de Ap4A presente en la
lagrima se realiza por andlisis luminométrico.

4. Método de analisis in vitro para el diagnéstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento en
pacientes con dicha patologia, segtn reivindicacién 1, caracterizado porque la muestra de ldgrima es recogida por
medio de una tira de papel secante (test de Schirmer), por medio de un tubo capilar, por medio de una pipeta u otro
sistema de aspiracion.

5. Método de andlisis in vitro para el diagnéstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento
en pacientes con dicha patologia, segin reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque las condiciones cromatogra-
ficas para la determinacién incluyen una fase mévil con 10 mM de KH,PO,, 2 mM tetrabutil amonio y 10-17% de
acetonitrilo todo ello a pH 7.5 y condiciones de deteccion 254-260 nm de longitud de onda.

6. Método de andlisis in vitro para el diagndstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento en
pacientes con dicha patologia, segun reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque las condiciones cromatograficas
para la deteccion contienen una fase mévil con 0.1 mM KH,PO,, 3-5% metanol, pH 6.5 y condiciones de deteccién
254-260 nm de longitud de onda.

7. Método de analisis in vitro para el diagnéstico del ojo seco y/o seguimiento de la efectividad del tratamiento en
pacientes con dicha patologia, segtn reivindicaciones 1 y 3, caracterizado porque en el método luminométrico una
alicuota de lagrima es calentada a 100°C, se incuba con una cantidad enzimaticamente activa de luciferin-luciferasa
y donde posteriormente se aflade un volumen enzimdticamente activo de fosfodiesterasa de Crotalus durissus (EC
3.1.15.1) o alternativamente de Crotalus adamanteus (EC 3.1.4.1) para medir la concentracién del Ap,4 a partir de su
producto de hidrdlisis por emisién de luz producida.
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