PELICULA LACRIMAL
BIOQUIMICA Y FISIOLOGIA

INTRODUCCION

La presente revision bibliografica acerca
de la Bioquimica y Fisiologia de la
Pelicula Lacrimal pretende presentar
brevemente, detalles de su composicion,
particularidades fisico-quimicas, com-
portamiento fisiolégico y pruebas de
diagnéstico en estados de insuficien-
cia-lacrimal. Finalmente, se incluye la
revision de algunos métodos de labora-
torio para el analisis bioquimico.

No procura el autor considerar en
extenso cada uno de los temas expues-
tos; constituye solamente la revisién
bibliografica previa a un futuro trabajo
de “Composicion Quimica de Lagrimas
en individuos normales y en Enferme-
dades degenerativas de Conjuntiva’’.

Adelantar asi sea un minimo trabajo de
investigacién en un medio como el
nuestro resulta tarea dificil, ya por el
escaso material de consulta disponible,
ya por la extrema limitacién de recursos
econdmicos, ademas de la escasa
preparacién en metodologia de la
investigacién. Hasta tanto estas condi-
ciones persistan, nuestros trabajos con-
tinuardn resultando simplemente revi-
siones de tema, de casuistica, o en el
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mejor de los casos, revisiones bibliogra-
ficas medianamente actualizadas. Su
calidad dependerd, en fin, de la propia
iniciativa e interés. El autor confia, eso
si, que la actual revision resulte de
utilidad para alguien mas que si mismo.

Mi reconocimiento especial para Dofia
Isabel de Guzmian, encargada de la
biblioteca del Hospital San Juan de
Dios, sin cuya colaboracién ésta revisién
no podria haberse adelantado. Su ayuda
en el pedido de la literatura consultada
fué particularmente valiosa.

Mi gratitud para la sefiora Clara Inés de
Alfonso, secretaria de la Seccién de
Oftalmologia del Hospital San Juan de
Dios, cuya paciencia y colaboracién en
la mecanografia de ésta revisién merecen
mi especial consideracion.

FISIOLOGIA DE LA PELICULA
LACRIMAL
GENERALIDADES

La pelicula lacrimal es una estructura
fundamentalmente liquida que cubre la
cornea y la conjuntiva ocular, cuya
funcién primaria es proporcionar una
superficie Optica perfecta en la interfase
aire-ojo, regularizando la superficie
corneal anterior para la adecuada
refraccion de los rayos de luz. Ademas
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de lo anterior, la pelicula lacrimal sirve
como un vehiculo para remover las
células descamadas y los restos diversos
de la superficie ocular expuesta, y
proporciona el oxigeno necesario para el
metabolismo del epitelio y estroma
corneal. Las lagrimas también contie-
nen sustancias antimicrobianas, lubrican
la interfase cérneo-palpebral y mantie-
nen la humedad de la superficie ocular
anterior. Finalmente, la pelicula lacri-
mal sirve como ruta de acceso de
leucocitos en los estados reparativos de
heridas corneales centrales.

La pelicula lacrimal humana tiene tres
zonas bien definidas: la banda marginal,
la pelicula que cubre las superficies
conjuntivales palpebral y tarsal, y la
pelicula que cubre la cérnea. La banda
marginal yace posterior a la banda lipida
del margen palpebral inferior y forma el
menisco lacrimal que confluye con la
pelicula preocular que cubre las super-
ficies corneal y conjuntival. Esta banda
marginal lleva los constituyentes de
secrecién lacrimal presentes en toda otra
localizacién y los desechos con destino a
los puntos lacrimales.

Se considera a la pelicula lacrimal como
una estructura trilaminar compuesta de
una capa anterior lipida, una capa media
acuosa (la de mayor espesor) y una capa
posterior mucoproteica.

Unicamente en los ultimos decenios se
ha estudiado en profundidad la compo-
sicibn quimica de las lAgrimas, pero ya
de tiempo atras se indicaban algunas de
sus caracteristicas. Asf, ya desde 1797
Fourcroy y Mons mencionaron algunos
de sus constituyentes. Para fines del
siglo XIX se evidenciaron progresos en
el estudio quimico.

En este siglo han sido identificados
numerosos compuestos, para citar algu-
nos: albuminas y proteinas (1930-49),
estudios electroforéticos de fracciona-

miento proteico (1979) y con inmuno-
electroforesis (1969-77), prealbimina
(1969), glucosa y cloro, trea, sodio,
potasio (1950-54), calcio (1972), mag-
nesio (1977), fésforo inorganico (1960),
colesterol (1975-76-78), lactato y piru-
vato (1977), catecolaminas (1977) y
prostaglandinas (1979). Estudios maés
avanzados han indicado la concentra-
cién hidrogeniénica, osmolaridad
(1945); se han determinado enzimas e
incluso la lisozima (1968-76-79); se ha
identificado la actividad antiprotedsica,
el factor bactericida no lisosomal (1976)
y lalactoferina (1974). De igual manera,
se han determinado niveles de comple-
mento e inmunoglobulinas A y G
(1976-75).

SECRECION LACRIMAL

El sistema secretor lacrimal, al menos
tedricamente, tiene dos componentes:
secrecion basica y secrecién refleja. No
se conoce estimulo para la secrecién
basica o inervacién especifica para las
glandulas lacrimales accesorias basicas,
que son las de Krause y de Wolfring.

Las glandulas de Krause comprenden
dos tercios de las glandulas accesorias y
se localizan en la parte lateral del Fornix
superior proximal a la glandula princi-
pal. Un nimero variable de glandulas de
Krause se encuentran en el férnix
inferior. Las glandulas de Wolfring se
localizan a lo largo del margen orbital de
cada tarso

La secrecion refleja es producto de la
glandula principal, dividida en dos
partes anatomicas por la aponeurosis del
elevador del parpado (porciones orbita-
ria y palpebral). La secrecién refleja es
estimulada por neuronas eferentes sim-
paticas y parasimpdticas., Las fibras
nerviosas simpaticas en la glandula
principal terminan en los vasos sangui-
neos y son vasomotoras, mientras que
las fibras parasimpdéticas terminan alre-
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dedor de los conductos glandulares. las

fibras aferentes periféricas del nervio

trigémino, originadas en conjuntiva,
cOrnea, mucosa nasal y margenes de los
parpados, inducen al lagrimeo en
respuesta a irritacion fisica. Las fibras
centrales aferentes, originadas en el
l6bulo frontal, ganglios basales, hipota-
lamo y tadlamo, estimulan el nucleo
lacrimal localizado en el puente y causan
el llanto psicégeno. La luz brillante
induce al lagrimeo, pero esta via
aferente retinal no ha sido determinada.

Bajo anestesia general, cuando los
estimulos supranucleares y tactiles se
suprimen, el flujo basal de lagrimas es
minimo, segin algunos estudios de 0
mm. (Schirmer) en 11/17 pacientes y de
2-8 mm. en 6/17 (Iwata et al, 1969).

El movimiento de los parpados es
importante para la renovacién y distri-
bucién de las lagrimas. Cuando los
parpados se cierran completamente, los
férnices superior e inferior son compri-
midos por la fuerza de los miisculos
preseptales, y los parpados se mueven
uno hacia otro, con el mayor desplaza-
miento a expensas del parpado superior
y ejerciendo presion sobre el globo.

Esta fuerza limpia la superficie anterior
de restos y de mucina insoluble y
exprime las glandulas de Meibomio. El
parpado inferior se mueve horizontal-
mente en direccién nasal y empuja el
fluido lacrimal y los restos hacia los
puntos superior e inferior. Cuando los
parpados se abren, la pelicula se
redistribuye en dos procesos: inicialmen-
te, el parpado superior tira de la fase
acuosa de la pelicula por accién capilar,
secundariamente, la capa lipida se
extiende lentamente y hacia arriba sobre
la fase acuosa. Esto arrastra lagrimas
adicionales, aumenta el espesor Yy
estabiliza la pelicula lacrimal.

BIOQUIMICA DE LAS LAGRIMAS

El espesor promedio de la pelicula
lacrimal precorneal es de 6.5-7.5 mcrm.,
siendo la fase acuosa su principal
constituyente en volumen. El volumen
lacrimal es variable con la edad,
disminuyendo con ella, y mayor en el
ojo sin anestesia local ni general.

Fase Lipidica.

La capa anterior de la pelicula lacrimal
tiene un espesor de 0.1-0.2 mcrm.; y
contiene lipidos polares y no polares
dispuestos de manera tal que se
conforman en conjunto de cerca de 100
moléculas en grosor. Estos lipidos son
secretados especialmente por las glan-
dulas de Meibomio, estructuras locali-
zadas en la lamina tarsal de los parpados
superior (30-40) e inferior (20-30). De
tipo multilobulado, se encuentran ro-
deadas por terminaciones nerviosas cuyo
neuro transmisor es acetilcolina. Cada
glandula tiene un orificio que se abre en
el margen palpebral entre la linea gris
tarsal y la unién mucocutanea.

Otros lipidos de esta capa provienen de
las glandulas sebiceas de Zeis, locali-
zadas en el margen palpebral del tarso y
las glandulas apocrinas de Moll, locali-
zadas en las raices de cada pestafia.

Las funciones basicas de la capa lipidica
son: Contribuir a las propiedades
Opticas de la pelicula lacrimal, mantener
una barrera hidrofébica (franja lipida)
que impide el flujo lacrimal excesivo,
retardar la evaporacion y proporcionar
la lubricacién de la interfase 6culo-pal-
pebral.

El individuo normal posee una compo-
sicion lacrimal cualitativamente muy
estable, aunque cuantitativamente se
encuentran leves variaciones fisiologi-
cas.
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La cromatografia gas-liquido muestra
que la secrecién “‘normal”’ de las
glandulas de Meibomio comprende:
ésteres de cera (35%), ésteres de
colesterol (29.5%), fosfolipidos (16%),
triglicéridos (4%), acidos grasos libres
(2%) y esteroles libres (1.8%). La
longitud de las cadenas de acidos grasos
varia de 8 a 32 carbonos, predominando
las del tipo saturado. La fusion de estas
grasas se logra a 35°C., propiedad
debida a los Acidos grasos del tipo
insaturado y que permite la extensién de
las secreciones de las glandulas de
Meibomio sobre la fase acuosa de la
pelicula lacrimal. La remocién de la
capa lipidica aumenta la velocidad de
evaporacién cuatro veces.

Fase Acuosa.

La pelicula lacrimal estd formada
principalmente por agua (mas del 98%),
siendo el restante contenido de tipo
solido. Si se analizan los s6lidos después
de evaporar las lagrimas, se encuentran
un peso promedio de 18.7 mg/ml., de
los cuales 7.0 mg/ml. corresponden a
proteinas.

La fase acuosa es producida por las
glandulas lacrimales principal y acce-
sorias. Su viscosidad es baja e incluye
todos los elementos hidrosolubles de las
lagrimas: sales inorganicas, glucosa,
urea, elementos varios en trazas,
enzimas, proteinas y glicoproteinas.

Los principales electrolitos de la pelicula
lacrimal son el Na +, cuya concentra-
ciobn semeja la sérica; el K+, cuya
concentracién es entre 5 y 7 veces
superior a la sérica; Ca +2, Mg +2,
Cl- y HCOj-. En general, podria
indicarse que Na+ , K + y Cl- regulan el
flujo osmético entre cérnea y pelicula
lacrimal. El Bicarbonato regula el pH
lacrimal (6.5 a 7.6) y otros electrolitos
Mg 4-2, Ca+4-2, PO -3) son coen-
zimas.

Otras sustancias disueltas en la pelicula
lacrimal son la urea, glucosa, lactato,
citrato, ascorbato y aminodcidos. Todas
estas sustancias entran en las lagrimas
procedentes de la circulacion sistémica,
y sus concentraciones varian en general,
proporcionalmente con los niveles sé-
ricos.

Desde los trabajos de Ridley (29),
muchos autores han intentado correla-
cionar cuantitativamente el nivel de
glucosa en las lagrimas con aquel en
sangre en los diabéticos. Generalmente
se reconoce que las cifras de glucosa en
ayunas en lagrimas varian entre 3.6 y 4.1
mg% tanto en sujetos normales como en
diabéticos, y que existen marcadas
diferencias en las cifras luego de una
carga oral de glucosa. Sin embargo,
Sharma y otros en la India (33) han
indicado en un juicioso estudio que los
niveles de glucosa en lagrimas son buen
reflejo de la glicemia sérica y que el
diagnéstico de ‘“‘diabetes quimica’’ (si se
aceptare el término) y de la diabetes con
facilmente con el simple estimativo de la
glucosa en lagrimas.

Los niveles de glucosa en lagrimas
pueden estar aumentados en otras
condiciones, Tapaszto y otros (35)
reportan que estas cifras se incrementan
2 0 3 veces sobre el valor normal en
enfermedades oculares inflamatorias
diversas. Estudios posteriores han con-
firmado que los niveles de glucosa en
ldgrimas muestran un aumento durante
y luego de procesos inflamatorios en
conjuntiva y cérnea, con un descenso
significativo estadisticamente luego del
control de la inflamacién. Existen
notorias variaciones segin el microor-
ganismo patégeno responsable.

Las l4grimas contienen proteinas, de las
cuales escasamente el 1% provienen del
suero a través de filtracion. Las restantes
99% de las proteinas lacrimales son
producidas localmente por las glandulas
lacrimales (21).
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Fig. 1 - LAgrimas normales. Electroforesis en celulosa-acetato (21)

Albumina
Proteinas de rdpida migracion

T
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Fig. 2 - Ldgrimas anormales. Electroforesis en celulosa - acetato (21)
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Fig. 3 - Trazado electroforético en acetato de celulosa de dgrimas concentradas cerca de 20 veces (19)
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GLANDULA LACRIMAL

19A Plasmocitos

Representacion diagramdtica de los sitios
de secrecidn de las proteinas de ldgrimas
humanas.

Sujeto normal.

ta mayor fuente de 19.G y de otras protei-
nas séricas es a través de filtracion de los
vasos conjuntivales. (17)

P. sérica

Esquema que muestra la inflamacion aguda
en el caso de Queratoconjuntivitis epidé-
mica. (17)

P, sérica

Esquema que muestra un paciente con sin-
drome de Sjogren, enfermedad de Mikulicz
o tumor de la gidndula lacrimal. (17)
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Aunque hay un gran ndmero de
proteinas asociadas con la pelicula
lacrimal, algunas de ellas podrian no ser
propias de la misma, sino introducidas
como resultado de irritacién mecénica o
quimica de la conjuntiva o mucosa
nasal, permitiendo su transudado a las
lagrimas. Segin los trabajos de Stuchell
et al (34) se aprecia un significativo
aumento en las proteinas lacrimales de
origen sérico cuando se utiliza una tira
de papel de filtro (Schirmer) para
recolectar las lagrimas, comparado con
los resultados obtenidos con lagrimas
producto de secrecion refleja sin irrita-
cidn local. En contraste, no se hallaron
diferencias en los niveles de proteinas de
origen lacrimal, lactoferina y lisozima.

Generalmente las lagrimas se analizan
mediante electroforesis en celulosa-ace-
tato para determinar su composicion
proteica. Liotet (20) describié bien en
1982 los patrones normales y anormales
de electroforesis de lagrimas en celulo-
sa-acetato. Con este tipo de electrofo-
resis, la migracién depende de la carga
eléctrica de las proteinas. Normalmente,
se encuentran 4 fracciones proteicas con
tal técnica, siendo la fraccion 1
compuesta de albumina y de proteinas
de rapida migracion, la fraccioén 3 de lac-
totransferina y estas junto con la frac-
cién 2 (otras proteinas) migran hacia el
anodo, mientras la fraccién 4 (lisozima)
migra hacia el catodo.

Con otras técnicas de electroforesis, por
ejemplo, mediante la electroforesis en
celulosa-poliacrilamida gel, se obtiene
una separacién mas delicada, pues la
migracién depende de tanto el tamaifio
molecular como de la carga eléctrica.

De las proteinas producto de filtracion
sérica las mdas importantes son la
albumina, que nunca es producto de
secrecién activa in situ ni de sintesis local
y que alcanza una concentracién en
lagrimas superior a 50 mg/ L, y laIg G,

que en promedio alcanza valores de 3
mg/ L y que proviene exclusivamente de
filtraciébn sérica, sin ninguna sintesis
local.

La importancia actual de establecer esta
diferencia en el origen de las proteinas
lacrimales reside en que segin el estudio
de Lundh et al (21) se encuentran
anormalidades en la composicién qui-
mica del 84% de pacientes usuarios de
lentes de contacto de diferentes mate-
riales (blandos y semiduros) y es
especialmente llamativa la alta cifra de
Ig G hallada en el 18% de ellos, lo que
sugiere un estimulo antigénico del lente.

Dentro de las proteinas especificas de las
lagrimas es preciso incluir la prealba-
mina especifica lacrimal (specific tear
prealbumin STP), sintetizada exclusi-
vamente por las glandulas lacrimales y
que sirve como sistema buffer de la
pelicula lacrimal.

LalgA yla IgA-secretoria se encuentran
en la pelicula lacrimal. La primera de
ellas es formada por plasmocitos en los
tejidos intersticiales de las glandulas
lacrimales principal y accesorias y en la
sustancia propia de la conjuntiva. El
componente secretor es producido den-
tro de los acinos de la glandula lacrimal,
siendo la IgA-secretora vertida a la luz
de las glandulas lacrimales principal y
accesorias. La Ig-A desempefia un papel
importante en los mecanismos locales de
defensa en la zona externa del ojo, como
lo muestran los niveles aumentados de
Ig-A e Ig-G en lagrimas asociadas con
inflamacién ocular. Debe nuevamente
indicarse que el origen de la Ig-A es pro-
duccién local, en contraste con la Ig-G,
que proviene de los vasos conjuntivales
superficiales.

Las lagrimas contienen otras inmuno-
globulinas: IgM, IgD e IgE. Esta tdltima
se ha demostrado aumentada en con-
juntivitis vernal, tanto lacrimal como
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sérica, y localmente, su asociacién con
niveles elevados de histamina sugiere el
concepto de degranulacién de masto-

citos conjuntivales desencadenado por
un antigeno Ig-E.

Electrolitos en Ligrimas Humanas (mmol/1) (37)

Na+ K+
Lagrimas 134-170 26-42
Suero 140 4.5

Minerales en las Lagrimas (19)

Na (mEq/L)
K (mEq/L) 25.0

Cl (mEq/L) 118.4
Ca (mg%) 3.2
P (mg%) 0.5
Mg (mEq/L) 1.0

Componentes Bioquimicos de las

Lagrimas (19).
Glucosa (mg%) 4.1
Urea (g/L) 0.37
Proteinas (mg%) 700
Albuimina (mg%) 66.4
Colesterol (mg%) 14.4
Transferrina (mg%) 2.7
Ceruloplasmina (mg%) 0.5
Lactato (mg%) 40
Piruvato (mmol/L) 185
pH 7.21

Los estudios iniciales de inmunoelectro-
foresis de lagrimas son debidas a
Josephson y Lockwood (15), habiendo
sido encontrado por ellos que la IgA es
la inmunoglobulina dominante. M4s
tarde, el mismo Josephson y Weiner
(16), identificaron la porcién secretora
de IgA (1968). Como referencia hist6-
rica y metodoldgica, es recomendable el
articulo de Mc Clellan et al (25).

Cat+ Mg++ Cl- HCO -2
0.5 0.3-0.6 120-135 26
2.5 0.9 100 30

Otras Proteinas.

La lisozima es un importante constitu-
yente antimicrobiano en las lagrimas y
de igual manera, su medida es un
parametro util en el diagnéstico de
alteraciones en la funcién lacrimal,
especialmente en la queratoconjuntivitis
sicca (36). Desde 1922, Fleming indicé
que la actividad bacterioldgica de las
lagrimas era debida a la presencia de
lisozima. Sin embargo, las caracteris-
ticas enzimdticas y bacterioliticas de la
lisozima, tan insistentemente indicadas
como parametros de funcién de la
glandula lacrimal en el pasado, no son
del todo especificas y su interaccién con
la agarosa y alin con el papel de filtro
empleado en su recoleccidn influyen en
los niveles medidos de la propia
sustancia en condiciones normales,
haciendo su cuantificacién precisa una
delicada misi6n.

In vitro, la gldndula lacrimal sintetiza y
excreta mas de 20 componentes pro-
tefcos diversos, entre los cuales los 3
mayores son: lactoferrina, prealbtmina
especifica lacrimal y lisozima.

La lisozima cataliza la hidrélisis de la
pared celular bacteriana, particular-
mente de las bacterias gram-positivas
37.
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Una fuerte actividad de lisozima se ha
detectado en las células secretorias de la
glandula lacrimal (17). La lisozima es
responsable del 20 a 40% del contenido
proteico de las lagrimas (32), su
concentracién aumenta de la infancia a
la edad adulta, alcanza un pico
alrededor de los 30 afios y decrece
posteriormente. No existen diferencias
significativas entre hombres y mujeres,
pero si grandes diferencias individuales.
En los pacientes con blefaritis, conjun-
tivitis y queratitis su nivel fué normal
(alrededor de 1.768 1 g./ml.) y estuvo
reducido en pacientes con queratitis
debida a herpes simplex (31). Se acepta,
en lineas generales, que su nivel normal
no se altera en varias enfermedades
oculares externas no asociadas con ojo
seco (23). Varios estudios han mostrado
que no hay correlacién entre el
contenido de lisozima en las lagrimas y
la velocidad de su flujo en individuos
normales y que la lagrimacién excesiva
en enfermedades infecciosas oculares
externas no altera su nivel.

La B-Lisina, una proteina termolabil,
tiene también actividad antibacteriana
que se conjuga con la de la lisozima. Los
niveles lacrimales de esta proteina
exceden los séricos, cuyo origen son las
plaquetas. El origen de la B-Lisina
lacrimal se desconoce.

La Lactoferina lacrimal tiene propie-
dades bacteriostaticas y bactericidas, y
puede interactuar con anticuerpos espe-
cificos para producir un potente meca-
nismo antimicrobiano. La lactoferina se
une a 2 &tomos de hierro y tiene afinidad
por el cobre, IgA, IgG y albdmina.

Tanto la lisozima como la Lactoferina
son altamente sensitivas y especificas
como indicadores de la funcién de las
glandulas principal y accesoria, pudien-
do ser la concentracién lacrimal de
Lactoferina mas util en situaciones
diagnésticas.

A pesar de los extensos estudios de las
proteinas de las lagrimas humanas
recientemente realizados, muchos pro-
blemas permanecen ain sin resolver: su
tipo, funcién, proceso de sintesis y
secrecion.

Rennie et al (28) reportaron la locali-
zacion de lisozima tanto en la glandula
principal como en las accesorias.
Franklin et al (6) reportaron que la
Lactoferina estaba localizada en las
células acinosas de la glandula principal.
Gillette et al (8) también la encontraron
localizada en los epitelios acinares de las
glandulas principal y accesoria.

En cuanto a la IgA, Franklin et al (6)
demostraron la presencia de plasmocitos
en el intersticio de la glandula lacrimal
principal, siendo estas células las
productoras de aquella sustancia. Advir-
tieron ademas la presencia de IgA en la
luz acinar, células epiteliales y en el
espacio intercelular, También observa-
ron la presencia de componentes secre-
tores en la luz acinar, células epiteliales y
en espacios intercelulares, e indicaron
que la IgA secretoria era localmente
producida en la glindula lacrimal
principal.

En un completo estudio, Inada et al (10)
sugieren que las proteinas especificas
lacrimales reducidas francamente en el
sindrome de Sjogren, son secretadas por
la glandula principal o por las acceso-
rias. Indican igualmente que estas 10
proteinas especificas estan reducidas en
pacientes con tumor de la glandula
lacrimal principal y que por lo tanto, son
secretadas fundamentalmente por esta
glandula.

Sin embargo, en ninguno de los casos
anteriores (S. de SjOgren y tumor de la
glandula lacrimal) se encontraron cam-
bios significativos en la concentracién de
la IgA secretoria respecto a sujetos
normales, razén por la que la produc-
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cién y secreciébn de IgA-secretoria se
piensa debe ser diferente a la de las
proteinas lacrimales especificas. Los
niveles de componentes séricos de las
lagrimas presumiblemente provienen a
través de vasos conjuntivales. Estos
autores admiten que la IgA-secretoria es
producida por plasmocitos adyacentes al
epitelio secretor de la glandula principal
y que el componente secretor se produce
en los acinos y en sistema tubular, como
lo indica Allansmith (1).

Otros complejos de proteinas con
metales identificados en las lagrimas
humanas incluyen la ceruloplasmina
(Cu ) y la transferrina ( Fe ) que
les brindan proteccién al unirse con
cofactores metalicos.

El interferon est4 presente en las
lagrimas. Es especifico de especie, inhibe
la replicacion viral y es eficaz al limitar
la severidad de la queratitis ulcerativa
herpética. La aplicacion topica de acido
poli-inosinico-4cido policitidilico in-
duce niveles registrables. Su farmaco-
logia, actividad y metabolismo perma-
necen sin determinar.

La histamina, prostaglandinas, activa-
dor del plasminégeno, complemento y
proteasas son conocidos mediadores de
la inflamacién ocular. La prostaglan-
dina F es un constituyente normal en las
lagrimas (76 u/ml) y se ha encontrado
elevada en la conjuntivitis vernal (434
u/ml) y en el tracoma (332 u/ml). La
histamina se ha cuantificado en apro-
ximadamente 9 ng/ml y se encuentra
elevada en la conjuntivitis vernal (16
ng/ml), segin Allansmith (1).

El activador del plasminégeno hallado
en las lagrimas es de origen corneal e
interactiia con el sistema de plasmina,
mediando la ulceracién estromal corneal
y su vascularizacion (4).

Las lagrimas tienen los 9 componentes
del complemento requerido para las vias

de fijacién clasica y alterna. También se
ha descrito un factor anticomplemento,
cuya interaccibn con los anteriores
factores modula la reaccién inflamatoria
y los mecanismos de defensa del exterior
del ojo.

Se han detectado algunas enzimas
comprometidas en el metabolismo de la
glucosa y enzimas asociadas con el
metabolismo de amino4cidos. Su origen
es conjuntival y no son producto de
secrecion lacrimal.

Se han descrito antiproteasas lacrimales
que regularian la actividad especial-
mente de colagenasas formadas por el
epitelio corneal, queratocitos y PMN en
enfermedades del tipo queratitis severa.

Fase Mucoide.

La capa de mucina de la pelicula
lacrimal recubre los micropliegues de las
células epiteliales superficiales de la
cérnea, creando una fase hidrofilica que
es esencial para la correcta distribucion
de la misma pelicula. La mucina
interactia con la capa lipidica para
disminuir la tensién superfcial, estabi-
lizando la pelicula lacrimal.

Esta delicada capa, extendida sobre la
conjuntiva bulbar, incluye células super-
ficiales exfoliadas, particulas extrafias y
bacterias.

La mucina lacrimal es secretada prin-
cipalmente por las células caliciformes
de la conjuntiva, y en minima parte por
células de las glandulas lacrimales. La
produccién diaria es de 2-3 microlitros,
contrastando con la produccién de la
fase acuosa de 2 a 3 ml/dfa.

Las células caliciformes estan locali-
zadas a lo largo de la conjuntiva
palpebral y de los férnices, pero se
concentran en el 4rea nasal inferior.
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La mucina que recubre los micropliegues
epiteliales estd compuesta por mucopo-
lisacaridos neutros y acidos, que me-
diante electroforesis en gel de poliacri-
lamida demuestra varias bandas, al
menos una de ellas exclusiva de Ia
mucina lacrimal. Podria en general
indicarse que las mucinas lacrimal y
conjuntival son glicoproteinas de carga
eléctrica negativa y que su composicién
es de 75% carbohidratos y 20%
proteinas.

Preciso es indicar que algunos estados de
disfuncién lacrimal pueden ser debidos a
alteraciones en el componente mucoide,
sea por deficiencia (avitaminosis A,
esfacelacién conjuntival), por exceso
(hipertiroidismo, estimulo por cuerpo
extrafio) o por alteraciones bioquimicas

en los mucopolisacaridos (keratitis
sicca).
Inmunoglobulinas A y G de las
Légrimas (19)
IgA ) (mg%)  15.7
IgG (mg%) 49.8

Complemento total (UCH 100) 59.5

Actividad Enzimética de las
Léigiimas (19)
Amilasa (mU/ml) 3344

Fosfatasa Alcalina  (mU/ml) 319
Fosfatasa Acida (mU/ml) 10.4
LDH (mU/ml)  40.7
GOT (mU/ml)  28.6
GPT (mU/ml) 8.8
G-GPDH (mU/ml) 2.1

FISICOQUIMICA DE LA PELICULA
LACRIMAL

La estabilidad de la pelicula lacrimal que
recubre la cérnea se gobierna por un
principio biofisico: la energia libre de la

pelicula (definida como tensién superfi-
cial (aire-liquido) -+ tensién de la
interfase (liquido-sélido ) debe ser igual
o menor que la tensioén critica superficial
delacérnea (9).

La primera tensién es de 70 dinas/cm2 a
37°C., la segunda es de 50 dinas/cm2y
entonces la energia total libre es de 120
dinas/cm2., mas alta que la tensién
superficial critica de la coOrnea (28
dinas/cm2.) y por lo tanto, el epitelio se
convierte en ‘‘no humedecible’’ por el
agua.

La mucina facilita la humidificacién
corneal y con ella la estabilidad de la
pelicula, mediante 3 mecanismos:

1. Disminuyendo la tensiébn en la
superficie de la pelicula lacrimal de
70 a 40 dinas/cm?

2. Disminuyendo la tensiébn en la
interfase lagrima-epitelio, propor-
cionando sitios que unan agua.

3. Aumentando la tensién critica en la
superficie de la coérnea de 28 a 40
dinas/cm., mediante adsorcién a los
micropliegues epiteliales.

En resumen, la mucina disminuye la
energia libre de la pelicula lacrimal y
eleva la energia superficial de la cornea,
que finalmente conduce a una pelicula
precorneal estable.

Como una nueva capa lacrimal trilami-
nar se forma entre parpadeo y parpadeo,
su grosor se mantiene estable entre 6 y
10 micrm. El adelgazamiento de la peli-
cula ocurre como resultado de la retrac-
cion hacia los férnices y alguna evapora-
cién. Si se impide el parpadeo, volunta-
riamente o de manera forzada, aparecen
manchas secas en la superficie corneal
que representan contaminacion lipidica
de la superficie epitelial recubierta por
mucina, causando que la capa acuosa se
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retraiga de esta nueva 4area hidrofébica.
Si el parpadeo se impide més, aparecen
areas més grandes de discontinuidad en
la pelicula lacrimal y la cérnea subya-
cente se deseca.

De lo dicho anteriormente se deduce que
la pelicula lacrimal es bésicamente
inestable.

Después de cada parpadeo una capa
continua se forma y constantemente
tiende a romperse, mientras el parpadeo
periddico remueve la pelicula.

Otra importante consideracién al ana-
lizar las anormalidades de la pelicula
lacrimal es la superficie corneal por si
misma. Las irregularidades en la super-
ficie epitelial interfieren con la capaci-
dad de la mucina para adsorberse a la
superficie y representan sitios de retrac-
cién inicial de la pelicula lacrimal. Como
consecuencia, la pelicula lacrimal es mas
delgada en estas 4reas y la ruptura de la
pelicula ocurre alli mas facilmente.

DIAGNOSTICO DE ESTADOS DE
INSUFICIENCIA DE FUNCION
LAGRIMAL

No existe prueba definitiva para estable-
cer de manera segura, reproducible y
suficientemente discriminatoria un diag-
néstico de insuficiencia en la funcion
lacrimal. Este diagnostico depende
frecuentemente de evidencia acumulada
en repetidas observaciones y exidmenes.
Resulta entonces fundamental conside-
rar signos que sugieren deficiencia
lacrimal.(5)

Examen con Laémpara de Hendidura.

La atencidn inicial debe dirigirse hacia la
banda lacrimal marginal. Esta banda, de
grosor aumentado normalmente, esta
localizada en el borde de los parpados
superior e inferior. Debe tener por lo
menos 1 mm. de anchura y una buena

superficie convexa. Una delgada banda
marginal o reas de franca discontinui-
dad son altamente sugestivas de quera-
toconjuntivitis sicca. Un signo maés
dificil de advertir en esta entidad es el
aumento de restos en la pelicula
lacrimal. Esto se aprecia cuando al
parpadear se ve un material flotar en la
pelicula lacrimal. Es normal encontrar
algunas laminas de células epiteliales
descamadas y un poco de mucina en la
pelicula, pero cuando ello es muy
notorio es definitivamente anormal y
resulta de la accién reducida de arrastre
de las lagrimas y de un actmulo de
restos que no han sido eliminados
adecuadamente,

Otro signo notorio en la queratoconjun-
tivitis sicca son las bandas de mucina en
la pelicula lacrimal. Normalmente, la
mucina es arrastrada por el flujo
continuo de lagrimas hacia las puntas,
pero al reducirse el flujo, la mucina
contaminada con lipidos se atumula en
la pelicula lacrimal.

Es también importante inspeccionar
cuidadosamente los férnices superior ¢
inferior: enfermedades inflamatorias
crénicas leves como el penfigoide ocular
se manifiestan inicialmente con el
desarrollo de un pequefio simbléfaron,
que puede advertirse solamente cuando
se retraen los parpados cuidadosamente
y se inspeccionan los fornices.

Test de Schirmer.

Esta prueba constituye la base del
diagnostico clinico de los sindromes de
ojo seco. La prueba empleada por
décadas, depende del humedecimiento
de una tira de papel de filtro Whatman
N. 41, valorada cuantitativamente en un
tiempo limite.

La tira de papel es de 5 mm. de ancho
por 35 mm. de largo y se dobla a § mm.
de uno de sus extremos. Para cualquier



PELICULALACRIMAL

215

persona familiar con esta prueba, su
falta de reproducibilidad, y aun su
variacién en el mismo individuo, limitan
su valor, lo cual no significa que no sea
de utilidad.

La prueba de Schirmer es altamente
significativa cuando hay una disminu-
cién consistente en el humedecimiento
del papel en mediciones seriadas.

Probablemente lo mas seguro como
valor normal es § mm. de humedeci-
miento a los § minutos, medidos desde el
pliegue. Con esta medida se dice que aun
hay 15% de falsas positivas. Cuando se
registran menos de 5 mm. en varias
mediciones en dias diversos, Lemp (18)
considera significativo el dato.

Algunos emplean una forma modificada
del test de Schirmer, empleando la tira
después de colocar una gota de
anestésico tépico, indicando que tal
medicion elimina la secrecidon refleja
estimulada por la insercidn de la tira, y
por lo tanto, mide la produccién basal.
Probablemente esto sea cierto, pero sélo
parcialmente, pues la aplicaciéon del
anestésico genera de todas formas una
lagrimacién refleja.

No significa esto que el test de Schirmer
II no sea util. Es preciso, eso si, darle su
justo valor. En general, reconocidos
autores no encuentran el Schirmer II
(con anestésico topico) tan 1til como la
prueba de Schirmer I.

Tincién con Rosa de Bengala

El rosa de bengala, un colorante
hidrosoluble, es de los llamados ‘‘colo-
rantes vitales’’ y es especifico para
células desvitalizadas y para mucina.
Debido a que las células epiteliales
resecadas son desvitalizadas con el
tiempo, hay una tincién extensa del
epitelio corneal y conjuntival en los
estados de deficiencia lacrimal. De igual

manera, si se hace un Schirmer test luego
de la tincién con rosa de bengala, el
colorante puede resultar tan irritante
que induzca una lagrimacién profusa en
todos los ojos, pero especialmente en
ojos secos y ello puede dar lugar a
resultados negativos falsos. Para evitar
esta irritacion, una microgota de rosa de
bengala al 1/2% o al 1% puede aplicarse
a la conjuntiva bulbar superior con un
aplicador de algodén estéril y se le indica
al paciente que parpadee. Este efecto de
tincion es similar al encontrado con
grandes cantidades de colorantes sin
practicamente irritacién de ojo.

Tiempo de Ruptura de la Pelicula
Lacrimal

Esta prueba es util para definir una
pelicula lacrimal inestable. Como tal, es
particularmente 1til en el diagnéstico de
casos de o0jo seco debidos a deficiencia
de mucina.

Se basa en el uso del fendmeno normal,
fisiologico, de formacién de ‘‘manchas
secas’’. El intervalo entre el ultimo
parpadeo y el desarrollo de la primera
mancha seca difusamente distribuida en
la pelicula precorneal es definido como
tiempo de ruptura,

Los estudios han mostrado que en los
ojos normales, usualmente varia en
promedio entre 15 y 45 segundos. Los
tiempos de ruptura menores de 10
segundos son considerados anormales y
altamente sugestivos de pelicula lacrimal
inestable. La pelicula lacrimal es extre-
madamente inestable en los estados de
ojo seco debidos a deficiencia en mucina
y en algunos casos de queratoconjunti-
vitis sicca.

El tiempo de ruptura de la pelicula
lacrimal no es Gtil si hay anormalidades
en el epitelio superficial de la corea.
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Ello es debido a que la pelicula se
rompera preferencialmente sobre la
anormalidad epitelial, un reflejo de Ia
dindmica anormal de la pelicula sobre
tal lesién epitelial y no necesariamente
un reflejo de una pelicula lacrimal por sf
misma inestable. La clave aqui es
reconocer el desarrollo de ‘‘manchas
secas’’ ampliamente distribuidas. Si una
mancha seca se desarrolla reiteradamen-
te en un area especifica de la cornea, uno
debe asumir que hay una anormalidad
epitelial y ello no debe tomarse como
una indicacién de un tiempo de ruptura
anormal.

Es también importante anotar que
cuando se efectia esta prueba debe
hacerse sin sostener los parpados, pues
una retraccién mecanica de ellos puede
causar una retracciéon excesiva de la
pelicula lacrimal en los férnices vy
adelgazar la pelicula anormalmente, lo
cual causa una réapida ruptura. Los
anestésicos tdpicos causan una ruptura
temprana y deben evitarse.

Solamente deberan utilizarse tiras planas
de fluoresceina, aplicadas del lado
temporal de la conjuntiva bulbar. La luz
con el filtro de cobalto en la lampara de
hendidura se utiliza para explorar la
cérnea mientras se solicita al paciente
que no parpadee. Si el paciente no puede
mantenerse sin parpadear e inadverti-
damente lo hace, simplemente se
empieza de nuevo, se hacen varias
mediciones y se promedian.

Esta importante prueba tiene sus
limitaciones: ademds de los problemas
asociados con la integridad epitelial,
algunos investigadores han encontrado
dificultad para obtener datos reprodu-
cibles en un mismo ojo. De todas
maneras, esta prueba es muy 1til para
apoyar un diagnéstico de anormalidad
de la pelicula lacrimal en pacientes con
irritacién crénica externa del ojo.

Prueba de Dilucion de Fluoresceina.

La instilacién de una cantidad conocida
de fluoresceina en la pelicula constituye
una manera segura de medir el cambio
lacrimal, que constituye una medida
indirecta de la produccion lacrimal.

A medida que se diluye, se advierten
diferencias en la concentracion de
fluoresceina, que pueden medirse con un
fluorofotémetro.

Proporciona una importante informa-
cion fisiologica, pero aiun constituye un
instrumento de investigacion y no esta
generalmente disponible para uso cli-
nico.

Osmolaridad Sérica.

Varios estudios han indicado relacién
entre la osmolaridad y los estados de
queratoconjuntivitis sicca (7). Estos
estudios indican que la hiperosmola-
ridad de las lagrimas en los sindromes de
0jo seco puede ser un buen indicador de
la produccién de la fase acuosa lacrimal.
Los valores de osmolaridad lacrimal
(medidas por la depresién en el punto de
congelacién) en sujetos normales son en
promedio de 302+ 6.3 mOsm/L y en los
pacientes con queratoconjuntivitis sicca
son en promedio de 343+ 32.3 mOsm
/L.

Determinaciones de Lisozima.

Evidencia reciente sugiere que el conte-
nido de lisozima disminuye en las
queratoconjuntivitis sicca, y que esta
disminucién va paralela con la disminu-
cibn en la produccién acuosa de
lagrimas. Debido a ello, se ha sefialado
que la medicién de lisozima en las
lagrimas representa el mas seguro
diagnéstico de estas enfermedades. A
pesar de lo anterior, la prueba no ha
ganado popularidad debido a que es
complicada de desarrollar y requiere un
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laboratorio especial, que incluye la
posibilidad de efectuar electroforesis en
papel de filtro y el mantenimiento de
una cepa bacteriana (Micrococcus lyso-
deikticus) cuya inhibicién de crecimiento
cuantificada debido a las lagrimas
determina el contenido de lisozima de
estas ultimas.

Determinaciéon de Lactoferrina lacrimal
por Inmunodifusién Radial.

Janssen y van Bijsterveld describieron
recientemente (12) un ensayo para medir
lactoferrina lacrimal por inmunodifu-
sién radial. En 58 muestras de sujetos
normales se encontrd una concentracién
promedio de 1.42 g/L. Ademads, se
encontrd una alta correlacion entre los
niveles de lactoferrina lacrimal medida
por inmunodifusién radial y los niveles
de Lisozima medidos por difusién en
agar en un grupo heterogéneo de
sujetos, desde individuos normales hasta
pacientes con queratoconjuntivitis sicca.
Segin lo anterior, un limite normal
inferior de 0.78 g/L. se determiné para
la concentracién de lactoferrina. Este
método no requiere facilidades de
laboratorio y puede ser una alternativa
facilmente accesible como o en adicién a
pruebas de funcién lacrimal actualmente
€n uso.

En resumen, varias pruebas para la
estimacion de la funcién de la glandula
lacrimal estan disponibles. La prueba de
Schirmer es la mas comunmente emplea-
da en la practica clinica, debido a que es
facil de realizar y sus resultados son
inmediatos. Fué descrita por Schirmer
en 1903. La precision de la prueba es sin
embargo baja y ain tomando como
limite normal inferior 5.5 mm. de
humidificacion del papel filtro, la
posibilidad de clasificacién errada es del
16% (36). Marquardt (24) también
reporta la dificultad de definir el limite
inferior normal. El valor diagnoéstico de

la prueba de Schirmer después de
anestesia local fue descrita inicialmente
por Jones (13) con el propésito de
establecer una secrecién lacrimal ‘‘ba-
sal’’, pero ha sido seriamente cuestio-
nado por Jordan y Baum (14) y por
Marquardt (24).

En pacientes con queratoconjuntivitis
sicca la disfuncion de la glandula
lacrimal causa una disminucién en la
concentracién de lisozima de la pelicula
lacrimal (27). La medicion de la
concentracién de Lisozima ha sido
demostrada como la prueba més sensible
para el diagnéstico del sindrome de
queratitis sicca (37).

La Lisozima usualmente se determina
por su actividad litica sobre la pared
celular del Microccus lysodeikticus
(3,22,30). Estos métodos requieren
facilidades de laboratorio que frecuen-
temente no estin disponibles para el
oftalmélogo y por lo tanto su aplicacién
practica ha sido limitada.

En varios estudios, grupos de investi-
gaciéon holandeses han observado que
casi invariablemente existe una dismi-
nucion simultdnea en las concentracio-
nes de Lisozima, lactoferrina y Preal-
bumina especifica lagrimal en pacientes
con queratoconjuntivitis sicca (11).

En cultivos tisulares estas proteinas
fueron todas sintetizadas y excretadas
por el tejido de la glandula lacrimal, lo
cual ha sugerido que la medicién de
Lactoferrina y Prealbimina especifica
lacrimal es una buena alternativa
potencial como parametro para la
funciéon de la glandula lacrimal. Sin
embargo, solamente existen patrones
standard y antisuero disponible comer-
cialmente para la Lactoferrina, lo cual
excluye por el momento la Prealblimina
como alternativa préctica.
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METODOS DE LABORATORIO SGOT y SGPT con reactivos de tests
PARA ANALISIS QUIMICO cinéticos Carlo Erba (Milan, Italia).
DE LAGRIMAS

La primera consideracion debe hacerse
respecto al método de recoleccién. Se ha
demostrado que existe un incremento
significativo en las proteinas de origen
sérico medidas en lagrimas recolectadas
en papel de filtro Whatman N. 41
(Schirmer) comparado con lagrimas
recolectadas sin el estimulo mecanico a
la conjuntiva que tal método necesaria-
mente genera (34).

A pesar de lo anteriormente indicado,
parece ser que con el empleo de papel de
filtro de Schirmer se consigue usualmen-
te material adecuado en volumen, y que
si fuere necesario un mayor volumen, el
uso de estimulacién nasal, gases de
amonio, cebolla, limén o irritantes
lacrimégenos podria suplirlo, alterando
moderadamente la composicién original
de las lagrimas.

Minerales. Sodio y potasio pueden
cuantificarse con método fotométrico o
Ilama. Cloro con método colorimétrico,
estando disponible un método comercial
conocido como ‘‘Clorofast’’ (Chemilab,
Milan). Calcio y fésforo inorgénico total
con el método colorimétrico ‘‘Roche’’
(Basilea, Suiza). Glucosa y ftrea con
métodos enzimdticos. Colesterol con
métodos enzimatico ‘‘Merck’’ (Darms-
tadt, Alemania).

Proteinas totales con método colorimé-
trico (Lawry, 1951).

Albimina, transferina y ceruloplasmina
con reactivo RID por concentraciéon de
bases Boehringwerke (Marburg, RFA).

Lactato y piruvato con test cinético
Boehringer (Ingelheim, RFA).

Fosfatasas alcalina y 4cida con 4
nitrofenilfosfato como sustrato y test
cinéticos Boehringer N. 15236 y 1579.

Trazados electroforéticos de proteinas
en acetato de celulosa,

Inmunoglobulinas A y G con reactivo
RID ““Ultra-low-Level’’ y ‘“Low-level”’
Boehringer.

Complemento total con ‘‘quantiplate”’
Kallestadt (Chasco, Minn, USA).

Un método cualitativo de estimacién de
glucosa en lagrimas es mediante el
empleo de la preparacién comercial de
Clinistix (Ames Co.), empleado para
detectar glucosuria. Se aplica el Clinistix
en el fondo de saco conjuntival inferior
durante 10 segundos para humedecer el
extremo de la tira o esta misma se coloca
ya humedecida con agua. Los resultados
se leen luego de 1 minuto. Si la glucosa
esta presente, un color azul aparece,
cuya intensidad se correlaciona con el
nivel de glucosa sanguinea. En lugar
de aplicar la tira de Clinistix al fondo de
saco conjuntival inferior, una tira de
papel de Schirmer puede colocarse en el
fondo de saco inferior y una vez
humedecido se coloca contra él la tira de
clinistix durante un minuto, y depen-
diendo de la concentraciéon de glucosa
presente, el color varia entre azul y café
oscuro. Se ha determinado que concen-
traciones de glucosa en lagrimas meno-
res de 10 mg% no producen cambios en
el clinistix. Concentraciones mayores de
22 mg% producen un color azul oscuro.
Colores azules brillante y medio son
producidos por concentraciones de
glucosa entre 10y 17 mg% (26).

Un andlisis cuantitativo de glucosa
puede hacerse con lagrimas recolectadas
en tubo capilar, en base a la siguiente
reaccion:

La glucoxidasa por accién sobre la glu-

cosa produce 4cido glucénico y perdxido
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de hidrégeno; éste se descompone vy
transforma la orto-dianisidina en orto-
anisidina oxidada la cual reacciona con
4cido sulfurico dando un compuesto
rojo cuya concentracién se mide por
espectrofotometria (p. ej. en equipo
Unimeter).

RESUMEN

Revision de algunos conceptos basicos
sobre la composicidn quimica y la
fisiologia de la pelicula lacrimal. El
estudio incluye descripciones de las
técnicas de medicién (tanto de andlisis
cualitativo como cuantitativo) de los
componentes lacrimales mas comunes y
utiles clinicamente. Se consideran en
forma critica algunas de las pruebas de
medicion mas importantes, sencillas y
reproducibles (examen con lampara de
hendidura, Schirmer, prueba de dilu-
cion de fenolftaleina). Este articulo se
publica con una revisién bibliografica
actualizada y como etapa previa a la
determinacién de patrones inmunoelec-
troforéticos de las proteinas lacrimales

en trastornos conjuntivales degenera-
tivos y proliferativos (p. €j. pterigio y
pinguecula).

SUMMARY

A review of some basic concepts on
tear-film chemical composition and
physiology. The study includes descrip-
tions of measurement techniques (both
quantitative and qualitative analysis) of
the most common and clinically useful
compounds in tears.

The author considers critically some of
the most important and easily perfor-
med and reproducible tests of lacrimal
function (slit lamp examination, Schir-
mer, fluorescein dilution tests, etc.).

This article appears as an up-to-date
bibliographic review previous to a
detailed determination of immunoelec-
trophoretic protein patterns of tears in
degenerative and proliferative conjunc-
tival disorders (e.g. pterigium and
pinguecula).
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