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INTRODUCCIÓN 

 

La superficie ocular está cubierta por la película lagrimal que protege, lubrica y 

proporciona una mejor superficie de refracción al sistema visual. En la película lagrimal 

(cuyo grosor aproximado se ha estimado entre 35-40 μm)1 se han caracterizado tres 

capas principales que son: lipídica, acuosa y mucinosa. Dentro de estas capas, también 

se encuentran electrólitos, citocinas, vitaminas y moléculas con propiedades 

antimicrobianas que ayudan a mantener la homeostasis ocular. 2 

Las lágrimas tienen una función esencial en el mantenimiento de la integridad 

conjuntival porque proveen de un ambiente altamente regulado, óptimo y crítico para el 

desarrollo adecuado de las funciones epiteliales como la defensa antimicrobiana, 

cicatrización de heridas y respuestas inflamatorias.2 

 

Los estados de inflamación de la superficie ocular 

 

Existen muchas patologías oculares que se caracterizan por inflamación de la superficie 

ocular y se manifiestan como afección palpebral, de la conjuntiva, la córnea y el sistema 

glandular productor de la película lagrimal. Estas patologías tienen diversas etiologías 

que se pueden clasificar como infecciosas, alérgicas, tóxicas, autoinmunes pero que 

tienen un factor común: la inflamación de la superficie. 

Los métodos de estudio para identificación de citocinas solubles hasta el 

momento se han limitado a identificar la expresión génica de éstas al utilizar el principio 

de PCR, expresión en la lágrima mediante identificación con ELISA o Western blot, sin 

embargo, estos métodos tienen algunas desventajas metodológicas dado que requieren 
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mucho tiempo para realizarse y grandes cantidades de reactivos y muestra para poder 

obtener resultados significativos4.  

Esta dificultad técnica se ha combatido al utilizar el ensayo de citocinas solubles 

de Becton Dickinson®, que combina los principios de inmunoensayo en sándwich con la 

capacidad del citómetro de flujo para medir simultáneamente las características de 

múltiples partículas5. Esta técnica permite la detección de 1 a 20 citocinas solubles 

humanas en una sola muestra de lágrima. El kit de citocinas tiene una adecuada 

correlación con la detección con ELISA y es semejante en sensibilidad, exactitud y 

reproducibilidad6. 

 Este método ha encontrado aplicaciones oftalmológicas importantes en el 

estudio de la expresión de citocinas solubles y su variación diurna en lágrima de sujetos 

sanos así como en estados patológicos como conjuntivitis alérgica, inflamación 

conjuntival asociada a medicamentos para el tratamiento de glaucoma, síndrome de 

disfunción lagrimal, entre otros.5-21 

 

Citocinas y terapia antiglaucomatosa 

 

El tratamiento del glaucoma con fármacos antiglaucomatosos induce cambios en la 

superficie ocular como ojo rojo, disminución del tiempo de ruptura de película lagrimal y 

queratitis punteada superficial. Se ha identificado un incremento en la expresión soluble 

de IL-1β, IL-6, IL-12 y TNF-α en pacientes tratados con medicamentos 

antiglaucomatosos. También IFN-γ, IL-2, IL-5 e IL-4 se encontraron elevadas. Sin 

embargo, se notó mayor elevación de citocinas tipo Th1 en pacientes con glaucoma7. 
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Esto puede explicar muchos de los síntomas e inflamación clínicamente evidente en 

pacientes en estas condiciones.  

 

Citocinas y alergia ocular 

 

Algunas citocinas pueden estar involucradas en el reclutamiento y activación de 

citocinas inflamatorias en los tejidos de pacientes con conjuntivitis alérgica. Muchos 

estudios han demostrado expresión tisular de quimiocinas y citocinas en la superficie 

ocular sin realizar un análisis cuantitativo8-13.  

En biopsias conjuntivales de pacientes con conjuntivitis alérgica se ha 

encontrado un perfil específico de citocinas de células T, encontrándose predominancia 

al perfil Th2 en queratoconjuntivitis vernal y una tendencia hacia patrón Th1 en 

queratoconjuntivitis atópica8. Se ha encontrado un incremento en la expresión de IL-4 e 

IL-13 en la queratoconjuntivits estacional y se cree que los mastocitos y las citocinas 

Th2 promueven la respuesta tardía. Se cree que otros tipos celulares y múltiples 

citocinas están involucrados en la compleja patogénesis de las enfermedades 

alérgicas8-9. Se ha sugerido en estudios previos que la lágrima puede ser interpretada 

como una representación de las respuestas in vivo de la superficie ocular. Aunque sólo 

hay pequeños números de células T presentes en la lágrima, se han utilizado métodos 

de identificación de citocinas intracelulares para caracterizar las poblaciones de células 

T en queratoconjuntivitis vernal10. Estas células son IL-4 positivas, similar a lo que se ha 

encontrado en biopsias conjuntiviales9.  

Se ha estudiado también el patrón de expresión de citocinas solubles en 

queratoconjuntivitis vernal, atópica y estacional y se ha observado un incremento en la 
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expresión de IL-1β10. Este hallazgo confirma que esta citocina juega un papel crítico en 

la inflamación ocular alérgica, ya que la activación celular inducida por esta citocina 

causa activación de otros tipos celulares, incremento en los signos clínicos, 

degranulación de mastocitos, infiltración por eosinófilos, producción de mRNA de 

quimiocinas. IL-1β también puede estimular respuestas proinflamatorias en el epitelio 

conjuntival que son amplificadas por TNF-α.10-11  

En ensayos de identificación de citocinas solubles de han identificado IL-1β, IL-2, 

IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, MCP-1 en las muestras de lágrima en el grupo de pacientes con 

alergia comparados con los controles con una alta correlación entre estas citocinas.12 

Además se encontró más elevada IL-4, INF-γ e IL-10 en pacientes con conjuntivitis 

estacionaria comparados con la queratoconjuntivitis vernal, mientras que la eotaxina y 

TNF-α se encontraron incrementadas sólo en la queratoconjuntivitis vernal.11-12 El 

incremento del número de eosinófilos activados, que liberan citocinas inflamatorias y 

epiteliotóxicas se encuentra en lágrimas de pacientes con todo tipo de enfermedad 

ocular alérgica.  

Otra citocina muy importante es IL-8, que está presente en todas las lágrimas de 

sujetos control y no se encontró una elevación significativa en los grupos de pacientes 

con alergia. Se encontraron correlaciones fuertes entre IL-4, IFN-γ e IL-13. IL-1β, IL-12, 

IL-13, IFN-γ, eotaxina-1 y MCP-1 se encontraron fuertemente asociadas. No se 

encontró una relación significativa ente el estado clínico y nivel de citocinas en 

queratoconjuntivitis vernal y atópica.9  

Utilizando el ensayo de múltiples citocinas se ha encontrado en la 

queratoconjuntivitis estacional, vernal y atópica un incremento de citocinas y 

quimiocinas principalmente tipo Th2 así como IL-1β, IL-6 y TNF-α en la 
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queratoconjuntivitis vernal.11 El nivel de citocinas solubles tiene una pobre correlación 

con la citología conjuntival, lo que sugiere que las citocinas no son producidas por las 

células conjuntivales. Otras células de superficie incluyendo células epiteliales, linfocitos 

intraepiteliales, células dendríticas y mastocitos son fuentes de producción de 

citocinas.9  

 

Citocinas y queratitis infecciosa 

 

Se han identificado también citocinas inflamatorias asociadas a queratitis bacteriana y 

viral. Estudios en modelos animales han demostrado que la producción principal de 

citocinas en la cornea es de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e IFN-γ. IL-1β es el principal 

mediador inflamatorio que regula la expresión de IL-6 e IL-8 durante la infección 

bacteriana de la córnea. IL-1β e IL-6 se han encontrado elevadas en córneas con 

enfermedades inflamatorias como ulceración y queratitis14. Esta evidencia sugiere que 

las citocinas son moléculas fuertemente involucradas en la inflamación corneal.  

También se ha encontrado elevación de las citocinas en la película lagrimal en 

enfermedades como queratitis viral, posterior a queratectomía fotorefractiva y rosácea 

ocular. IL-6 e IL-8 han mostrado mayor expresión en la fase aguda de la 

enfermedad.14,15 

IL-6 es un importante mediador de la inflamación ocular y su papel como una 

citocina multifuncional en la infección corneal se debe a que es una citocina de los 

sistemas de advertencia inflamatoria dado que su expresión aparece inicialmente 

después de infección viral y bacteriana. La IL-6 se ha reportado como una citocina que 

incrementa la producción de MIP-2 y 1α que son importantes para el reclutamiento de 
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neutrófilos en la córnea con infección por virus herpes. El incremento de esta citocina 

en lágrimas de pacientes con queratitis micótica durante los estadios iniciales sugiere 

que esta citocina puede estar involucrada en el reclutamiento de polimorfonucleares y 

su activación.15  

IL-8 posee una actividad quimiotáctica muy importante clave para la infiltración 

celular a la córnea. El incremento en IL-8 observado en lágrima de pacientes con 

queratitis fúngica puede ser responsable del incremento de leucocitos14-15.  

IL-1β es producida principalmente por macrófagos y monocitos pero también por 

células epiteliales corneales. La elevación sostenida de IL-1 contribuye a la destrucción 

corneal por un estímulo continuo de infiltración leucocitaria15.  

 

Citocinas y síndrome de disfunción lagrimal 

 

El síndrome de disfunción lagrimal fue propuesto por el panel de ojo seco de Delphi en 

2006 como un término más adecuado para definir el término ojo seco basado en la 

evidencia de que existen mecanismos  inflamatorios asociados en la fisiopatología de 

esta enfermedad.6 El estudio de los mecanismos fisiopatológicos implicados en esta 

patología nos ha llevado a entender que existe un desequilibrio en los componentes 

que estabilizan la película lagrimal que a su vez, lleva a un incremento en la 

osmolaridad lagrimal. La exposición del epitelio a este ambiente de estrés osmótico 

activa vías de señalización y liberación de citocinas inflamatorias y otros mediadores 

que pueden iniciar una cascada de eventos inflamatorios que son responsables de la 

enfermedad del epitelio y el desarrollo de síntomas irritativos 6,16.  
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En pacientes con síndrome de Sjögren, el proceso patológico incluye la 

expresión de cambios inmunopatológicos en el epitelio corneal, infiltración de células 

inflamatorias, incremento en la expresión de marcadores de activación inmunológica 

como HLA-DR, moléculas de adhesión intercelular como ICAM-1 y CD40 además de un 

incremento en citocinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-α.16  

Se ha reportado in incremento de los transcritos de RNA de IL-1α, IL-6, IL-8, 

TNF-α y TGF-β en conjuntiva de pacientes con síndrome de Sjögren comparado con 

sujetos sanos.6-17 Los niveles de IL-1α e IL-8 correlacionan significativamente con la 

intensidad de tinción epitelial corneal e inversamente con la densidad de células 

caliciformes. También se ha reportado un incremento significativo de TNF-α en lágrima 

de pacientes con Sjögren que no se encontró en sujetos sanos. La expresión de IL-6 

tiene una correlación significativa con los parámetros de inflamación de superficie 

ocular como el tiempo de ruptura de película lagrimal.19 

Se ha identificado un incremento de concentración de los niveles de citocinas 

inflamatorias, principalmente IL-1α y TNF-α y el incremento en la concentración de 

metaloproteinasas de matriz en la lágrima y epitelio conjuntival de humanos con 

queratoconjuntivitis sicca.6 

 Estudios previos en sistemas de cultivo de epitelio corneal ratones han reportado 

que el estrés hiperosmolar o por desecación activa las vías de señalización de cinasas 

activadas por mitógenos que estimula a su vez la producción de citocinas y 

metaloproteinasas que se han encontrado en pacientes humanos con síndrome de 

disfunción lagrimal.13 También se ha observado reclutamiento de linfocitos CD4+ al 

epitelio conjuntival de ratones en respuesta a desecación.16 
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En un modelo de disfunción lagrimal experimental se utilizaron ratones BALB/c y 

C57BL/6 para medir con PCR y ensayo de citocinas solubles múltiple la concentración 

de citocinas en lágrima. En este modelo, existió un incremento significativo de los 

transcritos de IL-1α, IL-6 y TNF-α en el epitelio corneal y conjuntiva de los ratones 

C57BL/6. Se observaron cambios en el patrón de expresión de citocinas en los ratones 

C57BL/6 que tuvieron concentraciones significativamente mayores de IL-1α y TNF-α y 

las citocinas IL-2, IL-12 e IFN-γ en respuesta a la desecación.6 

Se ha demostrado que en modelos de síndrome de disfunción lagrimal por 

desecación existe una disminución en la densidad de células caliciformes conjuntivales 

y hay mayor pérdida de éstas en ratones C57BL/6. Se ha demostrado que las citocinas 

Th1 y Th2 ayudan a la diferenciación epitelial de la mucosa.6 

 Se sabe que el síndrome de Sjögren se produce por una destrucción autoinmune 

de la glándula y todo el aparato lagrimal y se ha identificado una sobreexpresión 

sistémica de citocinas en estos pacientes, además de presencia de células 

inflamatorias en la glándula lagrimal principalmente linfocitos T CD4+ y CD8+.19 Las 

citocinas que se han identificado en suero de los pacientes con síndrome de Sjögren 

son: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, TGF-β.6  

Se han detectado niveles incrementados de IL-1α en lágrima de pacientes con 

síndrome de disfunción lagrimal y un incremento en RNA de citocinas inflamatorias 

como IL-1, IL-6 e IL-8, TNF-α y TGF-β en epitelio conjuntival de pacientes con síndrome 

de Sjögren.19  

En publicaciones recientes se ha identificado la sobreexpresión de transcritos de 

citocinas proinflamatorias en epitelio conjuntival cultivado de pacientes con síndrome de 

Sjögren, principalmente TNF-α e IFN-γ.21 Existe también evidencia del incremento en la 
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expresión de citocinas en película lagrimal en pacientes con síndrome de Sjögren 

identificando mediante ELISA diversas citocinas, entre las que se encuentra EGF, TNF-

α, IFN-γ e IL-2.19 

 En nuestros estudios previos hemos identificado alteración en la glicosilación de 

proteínas de superficie ocular de pacientes con síndrome de Sjögren, expresión 

anómala de proteínas, alteración de la concentración de mucinas formadoras de gel de 

lágrimas obtenidas de pacientes con síndrome de Sjögren comparados con sujetos 

sanos y pacientes con otro tipo de síndrome de disfunción lagrimal (manuscrito en 

preparación).  

 

Efectos de las citocinas en la superficie ocular 

 

Recientemente se ha identificado que TNF-α es capaz de activar, mediante la 

activación de NF-κB la transcripción de gen de MUC5AC y MUC2 en líneas celulares de 

cáncer de colon y epitelio conjuntival cultivado estimulado con lipopolisacárido9. Y se ha 

demostrado en cultivos celulares de epitelio conjuntival estimulado con TNF-α e IFN-γ 

una regulación positiva de expresión de MUC1, MUC4, MUC16 y MUC5AC.20 Es 

posible que la sobreexpresión de esta citocina tenga los mismos resultados en células 

de epitelio conjuntival in vivo que puede ser el factor causal de launa alteración de la 

homeostasis de la película lagrimal que produce las alteraciones clínicas características 

en síndrome de disfunción lagrimal del tipo síndrome de Sjögren.  

Existe evidencia del reclutamiento de células productoras de IFN-γ a la superficie 

ocular en síndrome de disfunción lagrimal. INF-γ puede promover la pérdida de células 
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caliciformes y promover la producción de un ambiente queratinizante para la superficie 

conjuntival.18  

Se sabe que IL-6 promueve la migración celular mediante un mecanismo 

dependiente de fibronectina, además de estimular la síntesis de colágeno y reducir la 

producción de metaloproteinasas de matriz en queratocitos humanos. Por otra parte, 

TNF-α se asocia a apoptosis y degeneración nuclear. Se ha observado que los niveles 

de IL-6 disminuyen con el tratamiento con ciclosporina A tópico.7 

El IFN-γ antagoniza los efectos de IL-13 en la hiperplasia de células 

caliciformes.6  

El tratamiento de células epiteliales respiratorias con IFN-γ las sensibiliza a 

apoptosis mediada por TNF-α y ligando de FAS.6, 8   

Existe evidencia de un componente tratable del síndrome de disfunción lagrimal. 

Los estudios clínicos que evalúan la eficacia de antiinflamatorios e inmunomoduladores 

como la ciclosporina A y esteroides muestran que existe mejoría en signos clínicos y el 

panel Delphi ha considerado utilizar agentes antiinflamatorios para enfermedad 

inflamatoria ocular.6 Dados los hallazgos la detección de citocinas pueden ser un 

indicador objetivo de qué pacientes se beneficiarán de tratamiento antiinflamatorio.  

 En algunos estudios se ha propuesto que la elevación de citocinas en lágrima es 

un mejor indicador de la severidad de la enfermedad que las pruebas clínicas utilizadas 

como la tinción con fluoresceína o prueba de Schirmer.18 Es posible también que la 

elevación de citocinas sea un marcador más sensible de diagnóstico que los signos 

tradicionales de síndrome de disfunción lagrimal en pacientes con síndrome de 

disfunción lagrimal.  

 



11 
 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

No hay estudios en los que se cuantifique nivel de citocinas proinflamatorias, grado de 

severidad clínica y su correlación con la expresión de mucinas formadoras de gel en 

lágrima de sujetos sanos, pacientes con síndrome de Sjögren y síndrome de disfunción 

lagrimal no Sjögren.   

 

JUSTIFICACIÓN 

 

El estudio de los niveles de expresión de citocinas y su correlación con expresión de 

mucinas formadoras de gel permitirá determinar el efecto de la inflamación en la 

composición protéica de la lágrima en sujetos con síndrome de Sjögren, síndrome de 

disfunción lagrimal no Sjögren y sujetos sanos.  

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Cuantificar citocinas proinflamatorias en muestra de lágrima de sujetos sanos, 

pacientes con síndrome de Sjögren y síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren y 

correlacionar los hallazgos inmunológicos y bioquímicos con los datos clínicos.  
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Determinar la correlación entre variables clínicas y bioquímicas 

– Expresión de citocinas y mucinas formadoras de gel en una muestra de 

lágrima de los diferentes grupos de estudio. 

• Determinar si la severidad de ojo seco correlaciona con variables bioquímicas e 

inmunológicas estudiadas. 

 

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS 

 

Grupos de estudio 

a) Sujetos sanos: se seleccionaron individuos mayores de 18 años, sanos y sin 

patología ocular asociada que aceptaron participar en el estudio. Criterios de 

inclusión: tiempo de ruptura de película lagrimal (TRPL) ≥7 seg, prueba de 

Schirmer II ≥ 7 mm en 5 min y un puntaje ≤ 12 en cuestionario sobre síntomas de 

ojo seco validado por la Sociedad Española de Oftalmología (ver anexo 1)22. 

Criterios de exclusión: individuos menores de 18 años, que no aceptaron 

participar en el estudio, que usaran tratamiento sustitutivo de lágrima o lentes de 

contacto.  

b) Pacientes con síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren: Se seleccionaron 

individuos mayores de 18 años, sin antecedentes de síndrome de Sjögren, sin 

glaucoma, pterigión, estenosis del conducto nasolagrimal o conjuntivitis 

viral/bacteriana/química o alérgica, que aceptaron participar en el estudio y que 

fueron diagnosticados con síndrome de disfunción lagrimal manifestado por 
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TRPL ≤ 7 seg,  prueba de Schirmer II ≤ 7 mm en 5 min y síntomas (≥ 12 en 

cuestionario de la Sociedad Española de Oftalmología). Los pacientes no debían 

utilizar algún tratamiento sustitutivo de lágrima o lentes de contacto.   

c) Pacientes con síndrome de Sjögren: Se seleccionaron individuos mayores de 18 

años, con diagnóstico de síndrome de Sjögren secundario confirmado con 

biopsia de mucosa oral y/o anticuerpos positivos anti SS1 y SS2. Los pacientes 

debían tener síndrome de disfunción lagrimal manifestado por TRPL ≤ 7 seg, 

prueba de Schirmer II ≤ 7 mm en 5 min y síntomas (≥ 12 en cuestionario de la 

Sociedad Española de Oftalmología).  

 

Los pacientes fueron captados del servicio de consulta externa del Instituto de 

Oftalmología “Fundación Conde de Valenciana” durante su evaluación inicial. Antes de 

pasar a su revisión oftalmológica, cada paciente leyó y firmó carta de consentimiento 

bajo información y contestó un cuestionario de síntomas de síndrome de disfunción 

lagrimal validado por la Sociedad Española de Oftalmología (anexo 1). Posterior a esto, 

se procedió a la toma de muestra y evaluación oftalmológica por un solo evaluador.  

 

Toma de muestra de lágrima 

 

Con los pacientes en posición supina y antes de realizarse su examen oftalmológico, se 

instilaron 60 μl de solución salina al 0.9% en cada ojo, se pidió al sujeto parpadear en 3 

ocasiones y se obtuvo una muestra de lágrima con capilar estéril de ambos ojos.  
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Medición de secreción basal de lágrima: prueba de Schirmer II 

 

Posteriormente se aplicó una gota de tetracaína sódica 5 mg/ml en cada ojo. Se 

esperaron 5 minutos para lograr efecto óptimo del fármaco. Se colocaron tiras 

graduadas de papel filtro estériles (Tear Flo®) en la región externa del tarso inferior de 

cada ojo. El paciente permaneció por 5 minutos con los ojos cerrados y posteriormente 

se retiraron las tiras y se cuantificó en milímetros la secreción basal de lágrima.  

 

Medición de tiempo de ruptura de película lagrimal 

 

Ya que el paciente se encontraba anestesiado, se aplicó fluoresceína estéril a cada ojo 

y se midió con haz de luz azul de cobalto el tiempo de ruptura de película lagrimal 

cuantificado con cronómetro digital en segundos y microsegundos. Posteriormente se 

continuó con valoración oftalmológica integral para corroborar que el sujeto no cumplía 

con criterios de exclusión.  

 

ELISA para identificar MUC5AC, MUC2  

 

A cada muestra se determinó el volumen final, así como la concentración de proteína 

utilizando un kit de determinación de concentración de proteína de BioRad® basado en 

el método de Lowry modificado y utilizando 1 μl de muestra para cada ensayo por 

duplicado. Posteriormente, se almacenó la muestra a < 70°C hasta el momento de la 

adsorción en placa de ELISA.  
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Para realizar los ELISAs, se adsorbieron las proteínas de lágrima a una placa de ELISA 

Nunc® de 96 pozos con fondo plano de capacidad 400 μl. Se ajustó cada muestra a 1 

μg de proteína total por duplicado junto con una curva de concentración decreciente de 

lágrima de sujeto sano partiendo de 10 μg a 0 μg de proteína total en diluciones 

consecutivas. Se añadió buffer de carbonatos con pH 9.5 para constituir un volumen 

final de 50 μl. Se desecaron las placas durante 24 horas.  

 

Posteriormente, las placas se lavaron 2 veces con PBS (phosphate buffer saline 0.154 

M)-tween 0.05% y se incubó cada pozo con 300 μl de PBS-BSA (albúmina sérica 

bovina) 1% durante 2 horas con el fin de bloquear posibles sitios de unión inespecíficos 

de los anticuerpos. De nuevo se lavaron las placas 2 veces con PBS-tween 0.05% y se 

agregó el anticuerpo primario: 

 

1. Anti Mucina 5AC de ratón anti humano Ab-2 Neo-Markers® (1-13M1) cuyo 

epítope se encuentra entre la región TSP1 y 2 del core protéico de MUC5AC 

cercano a la región amino terminal. Se utilizó una dilución 1:100 con PBS-BSA 

1%. Se incubó cada pozo con 100 μl durante 2 horas.  

2. Anti Mucina 2 de ratón anti humano B306.1 Abcam®, IgG1 cuyo epítope se 

encuentra dirigido a una región de repetidos tandem específicos de MUC2. Se 

utilizó una dilución 1:1000 con PBS-BSA 1% y se incubó cada pozo con 100 μl 

durante 2 horas.  

 

Después de la incubación con el anticuerpo o lectina primarios, se lavaron las placas 2 

veces con PBS-tween 0.05% y se incubaron con anticuerpo secundario goat anti mouse 
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IgG (H+L) conjugado con biotina de Jackson Immuno Research® a una dilución 1:1000 

en PBS-BSA 1%, 100 μl por pozo durante 1 hora y 30 minutos. Posteriormente todas 

las placas se lavaron con PBS-tween 0.05% en 2 ocasiones y se incubaron con 

streptavidina-HRP (DY998 R&D Systems) a una dilución 1:200 en PBS-tween 0.05% 

durante 1 hora en oscuridad. Se lavaron las placas 2 veces con PBS-tween 0.05% y se 

incubaron con tetrametilbencidina y peróxido de hidrógeno (DY999 R&D Systems) 

durante 20 minutos en oscuridad. Se detuvo la reacción con ácido sulfúrico 2.5 N. 

Se leyeron las placas en lector de ELISA Multiskan Ascent de Thermo Labsystems a 

longitud de onda 450/540 nm.  

 

Cuantificación de citocinas solubles 

 

Para la cuantificación de citocinas solubles se utilizó un kit de determinación de 

concentración de citocinas mediante citometría de flujo (Cytometric Bead Array cytokine 

detection Kit), en donde se detectan seis tipos de citocinas mediante perlas con distinta 

intensidad de fluorescencia cubiertas con anticuerpos de captura como: IL-2, IL-4, IL-5, 

IL-10, TNF-α e IFN-γ. Los reactivos están conjugados con ficoeritrina y tienen el 

siguiente límite de detección: 
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Tabla 1. Características de detección de las diferentes citocinas del Kit de detección. 

Citocina Fluorescencia 

media 

Desviación 

estándar 

Límite mínimo de 

detección del kit (pg/ml) 

IL-2 3.3 0.2 2.6 

IL-4 2.3 0.2 2.6 

IL-5 2.6 0.2 2.4 

IL-10 2.4 0.2 2.8 

TNF-α 2.0 0.2 2.8 

IFN-γ 2.1 0.3 7.1 

 

Para analizar las muestras se debe realizar una dilución estandarizada incluida en el kit 

de detección de donde se obtiene una curva estandarizada. Se realizó una mezcla de 

50 μl de lágrima a cada tubo de ensayo, 50 μl de perlas de detección y se añadió 

también 50 μl de reactivo de detección (ficoeritrina), se incubó durante 3 horas y se 

lavaron las muestras para ser analizadas.  

 El software para análisis realiza la conversión de fluorescencia a concentración a 

partir de la curva estandarizada. En la figura 1 se observa una curva estandarizada de 

detección de TNF-α. 



18 
 

 

Figura 1.  Ejemplo de curva modelo estandarizada de detección de TNF-α.  

 

Análisis estadístico 

Se realizó un análisis estadístico descriptivo para todas las variables, utilizando 

medidas de tendencia central y desviación estándar. Se realizó análisis de 

concentración de MUC2 y 5AC (valorado en absorbancia en nanómetros) entre grupos 

y concentración de citocinas inflamatorias (picogramos/mililitro), relación entre citocinas 

Th1 y Th2 y análisis de correlación (prueba de Pearson) entre sintomatología de 

síndrome de disfunción lagrimal, TRPL y prueba de Schirmer II y los métodos de 

identificación ya mencionados, considerándose una correlación significativa ±0.8 y una 

p<0.05.   
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Se compararon las pruebas de identificación de MUC5AC y MUC2 y concentración de 

citocinas entre grupos utilizando la prueba de ANOVA. Se utilizó la prueba de χ2 para 

determinar diferencias entre variables no paramétricas. Se consideró diferencia 

estadísticamente significativa a todo valor de p <0.05.  
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RESULTADOS 

 

Caracterización clínica de los pacientes que ingresaron a este estudio  

Se incluyeron 42 pacientes, de los cuales 11 fueron identificados como sujetos sanos, 

19 con síndrome de disfunción lagrimal y 12 con síndrome de Sjögren secundario.  

 

Debido a los resultados obtenidos en las diferentes pruebas diagnósticas, se decidió 

agrupar a los pacientes de acuerdo a los hallazgos obtenidos en las mismas y a su 

evaluación clínica. De esta forma, se identificaron 3 grupos de estudio:  

 

a) Sujetos sanos 

b) Pacientes con síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren 

c) Pacientes con síndrome de Sjögren secundario.  

 

La edad promedio de los sujetos fue de 44 años (rango 18-83), no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas respecto a edad entre los diferentes grupos 

de estudio.  De los pacientes que participaron en este trabajo, el 37% fueron hombres y 

63% mujeres.  

 

En la tabla 2 y la figura 2 se observa la distribución de los grupos de acuerdo a 

síntomas, TRPL y prueba de Schirmer II. Se obtuvieron diferencias estadísticamente 

significativas con un valor de p< 0.05 para cada uno de los parámetros evaluados 

excepto para edad.     
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Tabla 2. Características clínicas de los grupos de estudio (media, rango para edad y 

desviación estándar).          

Grupo Edad (años) Síntomas (puntos) TRPL (seg.) Schirmer II (mm). 

Sanos 33.3 (22,58) 6.36±4.22* 9.66±1.54* 18.36±8.74* 

No Sjögren 44.3(18-83) 16.29±10.13* 5.38±3.03* 12.92±7.89* 

Sjögren 55.36 (41,85) 29.45±14.98* 2.84±1.03* 1.95±1.19* 

*p<0.05  

 

 

Figura 2. Características clínicas de los grupos de estudio. Pacientes Sjögren con 

características clínicas más severas p<0.05. 

 

 En todas las evaluaciones realizadas se observó que en el grupo de pacientes 

con Síndrome de Sjögren las alteraciones clínicas eran mayores y caracterizadas por  

filamentos mucinosos, hiperemia conjuntival y tinción con rosa de bengala en la 

superficie corneal y conjuntival. Cabe destacar la ausencia de estas manifestaciones en 

pacientes con síndrome de disfunción lagrimal y sujetos sanos. 
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Caracterización cuantitativa mucinas de lágrima en los pacientes que participaron 

en este estudio 

 

No se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la 

concentración total de proteínas entre cada uno de los grupos (figura 3). La 

cuantificación de mucinas formadoras de gel mostró que el grupo de pacientes con 

síndrome de Sjögren tuvo concentraciones más altas de las mismas comparados con 

los otros grupos (Figura 4 y 5). En la tabla 3 se representa el promedio de la 

concentración total de proteína obtenida en cada grupo, la absorbancia en nanómetros 

de MUC5AC y MUC2.  

 

Figura 3. Promedio de concentración de proteína total de la muestra de lágrima 

obtenida expresado en μg/μL. No se obtuvieron diferencias estadísticamente 

significativas entre grupos.  
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Figura 4. Gráfica de absorbancia media en nanómetros de MUC5AC para cada uno de 

los grupos. Existe una diferencia estadísticamente significativa en el grupo de pacientes 

Sjögren (*p<0.05). 

 

Figura 5. Gráfica de absorbancia media en nanómetros de MUC2 para cada uno de los 

grupos. Existe una diferencia estadísticamente significativa en el grupo de pacientes 

Sjögren (*p<0.05). 

 

*

*
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Tabla 3. Promedio y desviación estándar de concentración de proteína, expresión de 

MUC5AC y MUC2 para cada uno de los grupos de estudio.  

Grupo Concentración 
proteína μg/μl MUC5AC, abs nm. MUC2, abs nm. 

Sano 1,54±0,94 0,44±0,26 0,10±0,06 
No Sjögren 2,67±4,11 0,31±0,29 0,12±0,11 

Sjögren 1,35±1,17 1,14±0,39* 0,18±0,06* 
*p<0.05 

 

Cuantificación de citocinas solubles en los pacientes que participaron en el 

estudio 

La tabla 4 muestra la concentración media y desviación estándar de concentración de 

diferentes citocinas en sujetos con síndrome de Sjögren, sujetos sanos y pacientes con 

síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren. 

Las figuras 5 a 10 muestran la concentración media de citocinas en los diferentes 

grupos de pacientes.  

 Tabla 4. Media y desviación estándar (SD) de cuantificación (pg/ml) de cada una 

de las citocinas analizadas en los diferentes grupos.  

 
IFN-γ TNF-α IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

Sanos 
6,31±26.75 
No 
detectable 

1,65±5.09 
No 
detectable 

2,14±7.03 
No 
detectable 

1,06±3.42 
No 
detectable 

1,13±5.46 
No 
detectable 

1,24±4.77 
No 
detectable

No 

Sjögren  
7,64±29.39 
 
 

2±5.56  
No 
detectable 

2,59±7.69 
No 
detectable 

1,28±3.74 
No 
detectable 

1,37±6.01 
No 
detectable 

1,5±5.23 
No 
detectable

Sjögren 
37,94±64.87* 9,97±14.60* 7,43±12.34 8,75±19.41 8,73±15.01* 5±9.42 

*p<0.05 
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Se obtuvo una diferencia estadísticamente significativa en la concentración de IFN-γ y 

TNF-α en los pacientes con síndrome de Sjögren comparados con los sujetos sanos y 

placientes con síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren (p<0.001), así como IL-4 

comparando pacientes Sjögren y sujetos sanos (p<0.05). Es importante mencionar, que 

el límite de detección es menor para todas las citocinas en el grupo de sujetos sanos, 

en el grupo de síndrome de Sjögren se observa positividad para todas las citocinas y en 

el grupo de disfunción lagrimal no Sjögren sólo tuvo positividad para IFN-γ. 

 

 

 

Figura 5. Expresión de IFN-γ (pg/mL) en muestras de lágrima en los diferentes grupos 

de estudio, se observa un incremento estadísticamente significativo en los pacientes 

con síndrome de Sjögren comparados con los sujetos sanos y pacientes con síndrome 

de disfunción lagrimal no Sjögren. La línea representa el límite de detección de IFN-� 

por el kit de citocinas. *p<0.05. 

 

*
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Figura 6. Expresión de TNF-α (pg/mL) en muestras de lágrima en los diferentes grupos 

de estudio, se observa un incremento estadísticamente significativo en los pacientes 

con síndrome Sjögren comparados con sujetos sanos y pacientes con síndrome de 

disfunción lagrimal no Sjögren. La línea representa el límite de detección de TNF-α por 

el kit de citocinas. *p<0.05. 

  

 

 

*
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Figura 7. Expresión de IL-4 (pg/mL) en muestras de lágrima en los diferentes grupos de 

estudio, se observa un incremento estadísticamente significativo en sujetos con 

síndrome Sjögren comparados con sujetos sanos, no se pudo demostrar diferencia 

estadísticamente significativa con sujetos con síndrome de disfunción lagrimal no 

Sjögren. La línea representa el límite de detección de IL-4 por el kit de citocinas. 

*p<0.05. 

 

 

*
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Figura 8. Expresión de IL-10 (pg/mL) en muestras de lágrima en los diferentes grupos 

de estudio, se observa un incremento en sujetos con síndrome Sjögren comparados 

con sujetos sanos y paciente con síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren. La línea 

representa el límite de detección de IL-10 por el kit de citocinas.  

 

Figura 9. Expresión de IL-5 (pg/mL) en muestras de lágrima en los diferentes grupos de 

estudio, se observa un incremento en sujetos con síndrome Sjögren comparados con 

sujetos sanos y pacientes con síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren. La línea 

representa el límite de detección de IL-5 por el kit de citocinas.  
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Figura 10. Expresión de IL-2 (pg/mL) en muestras de lágrima en los diferentes grupos 

de estudio, se observa un incremento en sujetos con síndrome Sjögren comparados 

con sujetos sanos y sujetos con síndrome de disfunción lagrimal no Sjögren. La línea 

representa el límite de detección de IL-2 por el kit de citocinas.  

 

Relación de citocinas Th1/Th2 en muestras de lágrima 

Se realizó una relación para cada una de las citocinas reportadas para identificar el 

patrón diferencial Th1/Th2. Se realizó media de concentración de TNF-α/IFN-γ, IL-

10/IFN-γ, IL-5/IFN-γ, IL-4/IFN-γ, IL-2/IFN-γ y relación TNF-α/IL-10, IFN-γ/IL-10, IL-5/IL-

10, IL-4/IL-10, IL-2/IL-10. La tabla 5 y las figuras 11 y 12 muestran las relaciones 

obtenidas.  
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Tabla 5. Relación de citocinas Th1/Th2 en muestras de lágrima 

Citocina Sanos No Sjögren Sjögren 

TNF-α/IFN-γ 0.2±0.447 0.0145±0.063 0.1978±0.273 

IL-10/IFN-γ 0.2095±0.468 0.0328±0.099 0.0784±0.098 

IL-5/IFN-γ 0.1619±0.362 0.0163±0.049 0.1954±0.382 

IL-4/IFN-γ 0.2047±0.457 0.0107±0.046 0.0789±0.120 

IL-2/IFN-γ 0.2857±0.638 0.0091±0.039 0.1474±0.386 

IFN-γ/IL-10 0.1909±0.426 0.3457±1.050 2.2618±2.838* 

TNF-α/IL-10 0.1909±0.426 0.1413±0.347 0.7595±0.894* 

IL-5/IL-10 0.1545±0.345 0.0522±0156 0±1.956 

IL-4/IL-10 0.1954±0.437 0.0410±0.178 0.5006±0.625* 

IL-2/IL-10 
 

0.2727±0.609 0.0349±0.152 0±0.310 

*p<0.05 
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Figura 11. Relación de citocinas con IFN-γ. No se observó relación con diferencia 

estadísticamente significativa entre grupos.  

 

Figura 12. Relación de citocinas con IL-10. Se observó relación con diferencia 

estadísticamente significativa entre Sjögren para IFN-γ/IL-10, TNF-α/IL-10 e IL-4/IL-10 

(*p<0.02). 

 

Se encontró una relación estadísticamente significativa con p <0.02 de la proporción de 

IFN-γ/IL-10, TNF-α/IL-10 e IL-4/IL-10 en pacientes Sjögren comparados con los otros 

grupos. Esto implica un balance positivo de la expresión de citocinas proinflamatorias 

más que inmunomoduladoras en las muestras de lágrima de nuestros pacientes.  

 

 

 

*

* 
*
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Correlación entre la concentración de mucinas formadoras de gel, citocinas 

proinflamatorias y severidad clínica 

El análisis de correlación para cada uno de los parámetros no demostró correlación 

estadísticamente significativa entre las características clínicas y los parámetros 

bioquímicos estudiados o entre la expresión de MUC5AC y MUC2 y la expresión de 

citocinas solubles. 

En el análisis de cada uno de los grupos se obtuvo una correlación fuerte (>0.90) 

respecto a la expresión de todas las citocinas comparadas entre los diversos grupos.  
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DISCUSIÓN 

 

El objetivo principal de este estudio fue la identificación de citocinas solubles y la 

expresión de mucinas formadoras de gel así como determinar si existe correlación entre 

los parámetros clínicos que se utilizan para el diagnóstico de síndrome de disfunción 

lagrimal, la concentración de citocinas y la expresión de mucinas formadoras de gel que 

puedan ayudar a explicar los procesos fisiopatológicos que ocurren en la superficie 

ocular en estos pacientes y que puedan explicar la severidad de las manifestaciones 

clínicas observadas. 

El síndrome de disfunción lagrimal es una condición patológica muy heterogénea 

que se manifiesta clínicamente con síntomas irritativos y signos clínicos como TRPL y 

prueba de Schirmer II alterados dependiendo de su etiología6. En el caso del síndrome 

de disfunción lagrimal, ésta es muy diversa caracterizándose principalmente 2 grupos:  

1. Secundario a deficiencia de fase acuosa de la película lagrimal 

2. Secundario a evaporación de la película lagrimal. 

La queratoconjuntivitis sicca es una condición en la cual existen muchas 

alteraciones en el aparato lagrimal (que incluye la glándula lagrimal, superficie ocular, 

párpados y conducto nasolagrimal), lo que culmina con inestabilidad de la película 

lagrimal, con grados variables de desecación y cambios estructurales en las 

glicoproteínas formadoras de gel de la superficie ocular.2 Una manifestación común es 

el síndrome de Sjögren, en el que existe una destrucción autoinmune a la glándula 

lagrimal, lo que produce una reducción en la secreción acuosa de la película lagrimal, 

disminución en la densidad de células caliciformes y acúmulo de grandes cantidades de 

secreción mucosa anómala muy viscosa.37  
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En nuestro estudio se identificó una mayor concentración de mucinas formadaras 

de gel en las muestras de pacientes con síndrome de Sjögren, por lo que es posible 

que la regulación positiva de las mucinas formadoras de gel sea un mecanismo de 

adaptación a la desecación secundaria al proceso etiológico principal que consiste en la 

destrucción autoinmune de la glándula lagrimal principal.  

Las diferencias en cuanto a concentración de mucinas formadoras de gel  

observadas en los pacientes con síndrome de Sjögren secundario sugieren algún factor 

relacionado con mecanismos compensadores de la desecación de superficie 

secundario a activación de factores de transcripción como NF-κB dependiente de 

citocinas proinflamatorias, particularmente TNF-α que presenta una regulación positiva 

en estados inflamatorios de la superficie ocular como es el síndrome de Sjögren, 

fenómeno también observado en nuestro estudio, aunque no se observó una fuerte 

correlación entre estos parámetros esto quizá debido al tamaño de la muestra. 

Se observó un incremento significativo de IFN-γ también en paciente con síndrome 

Sjögren y una tendencia al incremento en la expresión en las otras citocinas 

identificadas con este nuevo método de estudio. La importancia de esto radica en la 

posible utilidad de este método de detección para monitorización clínica y 

determinación de actividad inflamatoria en la superficie ocular en pacientes con 

enfermedades inflamatorias como el síndrome de Sjögren dado que es un método 

rápido y sencillo de realizar.9 

 En nuestro estudio se observó también una tendencia a la expresión de citocinas 

proinflamatorias tipo Th1 en pacientes con síndrome de Sjögren.  Estos hallazgos son 

semejantes a lo publicado por algunos otros autores que sugieren que la relación de 

citocinas Th1/Th2 es un método confiable de caracterización de la inflamación en 
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diferentes patologías como rosácea, estados alérgicos como asma y conjuntivitis 

alérgica.10 La implicación clínica de este hallazgo debe enfocarse a modificar el 

tratamiento de tal forma que se produzca una modificación de la respuesta celular y la 

producción de citocinas proinflamatorias.  

 Este estudio también muestra la importancia de la expresión de citocinas 

solubles en el síndrome de Sjögren, que se caracteriza por lesión epitelial conjuntival 

significativa. Es posible que la alta expresión de citocinas esté relacionada con el 

mecanismo fisiopatológico y sea útil para la monitorización clínica de estos pacientes, 

ya que en la actualidad los métodos de detección de actividad inflamatoria de la 

superficie ocular son metodológicamente complejos, no existe una correlación 

significativa entre los hallazgos clínicos y los métodos básicos y en algunos otros 

estudios la actividad clínica se monitoriza mediante detección sistémica de citocinas y 

esto no tiene una adecuada correlación con el estado de inflamación local.13  

 Los resultados de este estudio se han presentado en el congreso anual de la 

Association for Research in Vision and Ophthalmology, que se llevó a cabo en Fort 

Lauderdale, Florida en el mes de mayo del presente año. 
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Anexo 1. Cuestionario de sintomatología de síndrome de ojo seco validado por la 

Sociedad Española de Oftalmología aplicado a nuestros pacientes 

 

Fecha:___/___/09 

No. ____ 

Nombre:______________________________________________________________ 

Edad:__________ Género: F(   ) M(   ) 

Dirección:______________________________________________________________ 

Ocupación:________________________________ 

 

1. ¿Padece Ud. Alguna enfermedad? Si_____ No_____ 

2. ¿Cuál? _____________________________________________________________ 

3. Motivo de consulta:___________________________________________________ 

4. ¿Utiliza lentes?   Si_____ No_____ 

5. ¿Son de contacto?  Si_____ No_____ 

6. ¿Desde hace cuánto tiempo?_________________________   

7. ¿Alguna vez le han diagnosticado ojo seco? Si_____ No_____ 

8. Si es así, ¿qué clase de tratamiento ha recibido?____________________________ 

9. ¿Utiliza gotas o sustitutos de lágrima más de tres veces al día? Si____No_____ 

 

En la siguiente sección, califique cada uno de los síntomas de acuerdo con la siguiente 

puntuación:  

0:  No tiene este síntoma 

1:  Pocas veces tiene este síntoma 
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2:   A veces tiene este síntoma pero no le molesta 

3:  Frecuentemente tiene este síntoma, le molesta, pero no interfiere con sus 

actividades 

4:  Frecuentemente tiene este síntoma, le molesta e interfiere con sus actividades 

 

Enrojecimiento ocular     _____ 

Borde de párpados inflamados    _____ 

Escamas o costras en párpados    _____ 

Ojos pegados al levantarse    _____ 

Secreciones (legañas)     _____ 

Sequedad de ojo      _____ 

Sensación de arenilla     _____ 

Sensación de cuerpo extraño    _____ 

Ardor/quemazón      _____ 

Picor        _____ 

Malestar de ojos      _____ 

Dolor agudo (pinchazos en los ojos)   _____ 

Lagrimeo       _____ 

Ojos llorosos       _____ 

Sensibilidad a la luz (fotofobia)    _____ 

Visión borrosa transitoria que mejora con parpadeo  _____ 

Cansancio de ojos o párpados    _____ 

Sensación de pesadez ocular o palpebral  _____ 
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