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RESUMEN

Marco teorico: La superficie de ojo esta formada por la pelicula la lagrimal, teniendo
un papel fundamental, particularmente en proporcionar mecanismos de defensa
contra agentes oxidantes ya que potencialmente reaccionar con otros compuestos
celulares produciendo dafio celular. Este mecanismo en conjunto se conoce como
capacidad total antioxidante (CAT). El acido ascorbico (AA) es uno de estos siendo
uno de los principales encontrados en lagrima. En el ojo se ha asociado un
desbalance de estos mecanismos en el sindrome de o0jo seco.

Objetivo: Comparar la produccion de antioxidantes en lagrima entre pacientes con
sindrome de ojo seco e individuos sanos.

Metodologia: Es un estudio observacional, transversal y comparativo. Se realiz6
una toma de muestra de lagrima a pacientes con 0jo seco y en controles. Se realiz6
cuestionario de indice de Enfermedad de Superficie Ocular (OSDI) para evaluar los
sintomas relacionados con el o0jo seco. Se determind la capacidad antioxidante total
(CAT) y Acido Ascérbico (AA) en lagrima por colorimetria. Para la valoracion clinica
de la superficie ocular se realizaron pruebas de Schirmer y el Tiempo de Ruptura
de la pelicula lagrimal (TBUT). El tamafio de muestra fue a conveniencia. El andlisis
estadistico fue descriptivo. El valor de p debia ser <=0.05 para demostrar la

significancia de las comparaciones.

Resultados: Se reclutaron 28 sujetos, clasificados en 15 sanos, 5 leves y 8
moderados/severos. Se determind la cantidad y calidad de lagrima en los diferentes
estadios del sindrome de 0jo seco y sujetos sanos La correlacion entre la CAT y el
resultado OSDI fue de 0.315. La concentracion de acido ascoérbico (AA) fue de 104.8
MM /L, 395.2 uM /Ly 61 uM / L respectivamente.

Conclusiones: No se encontré relacion entre la severidad de sintomas y los niveles
de acido ascorbico, cantidad y calidad de lagrima producida. Los sujetos con mayor
severidad sintomatica presentaron una menor CAT en comparacion con sujetos

Ssanos.
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INTRODUCCION

El ojo es un sistema complejo que proporciona un sentido visual de nuestro entorno.
Para realizar esta funcion, los rayos de luz que son reflejados por los objetos que
nos rodean, hasta llegar al ojo, particularmente la retina, la cual es su capa mas
profunda, en donde se traduce el estimulo de los rayos luz en un estimulo eléctrico
que se transmite por el nervio Optico hasta llegar a la corteza del cerebro para su
interpretacion (Vera Diaz & Doble, 2012). Para lograr que lo rayos luz lleguen hasta
la retina, primero deben atravesar pelicula lagrimal y la c6rnea, después el humor
acuoso, lente cristalino y humor vitreo. La cornea y lente cristalino conforman el
sistema optico, el cual tiene un poder de refraccion de 60 dioptrias permitiendo

satisfactoriamente concentrar los rayos de luz en la retina.

MARCO TEORICO

SUPERFICIE OCULAR

Para poder entender el impacto de la conjuntivitis alérgica en el 6rgano blanco, es
necesario mencionar que la superficie ocular (SO) y los anexos también pueden
verse afectos. La SO es una entidad anatomicamente compuesta por diferentes
estructuras oculares (de la parte mas externa a la interna): 1) pelicula lagrimal, 2)
conjuntiva, 3) cornea y 4) limbo esclerocorneal; y los anexos, 5) glandula lacrimal

(principal y accesorias), parpados y pestafias.



Glandula

K f ! lagrimal

tw,{.(\%\:\ e——————— (onjuntiva

»
g

’— Iris

e—————— (0rnea

Figura 1. Esquematizacion de la superficie ocular.

Desde el punto de vista oftalmoldgico, la SO tiene la funcién de mantener y proteger
el medio intraocular, ademas de proporcionar una correcta vision, por ejemplo, si la
pelicula lagrimal es inestable, escasa o cualitativamente anormal, la SO se ve
afectada y viceversa. Pero, las relaciones son mas extensas y complejas: la SO,
sus anexos Yy los arcos reflejos que los interconectan (V y VII pares craneales)
constituyen una unidad funcional; el fracaso o alteracion (sin importar la causa) de
cualquiera de sus componentes conlleva el fracaso o alteracion de toda esta

estructura.

La primera descripcién en la que se consider6 al ojo como un todo, la realizé P. B.
Medawer en la década de 1940. Medawer hizo la primera referencia de “privilegio
inmune” demostrando que los aloinjertos de piel colocados dentro de la camara
anterior del ojo sobrevivian indefinidamente en contraste con su rapido rechazo en

otros tejidos mas convencionales, como la piel; pero la referencia sélo incluia a los



componentes de la camara anterior del ojo y la Unica descripcion que hace de la SO
son las caracteristicas histolégicas de la cornea, y de manera mas precisa, a la
ausencia de vasos, es decir, a sefialar que es un tejido avascular; por lo que esta
implicitamente impedida la migracion o presencia de algun componente del sistema
inmune. Lo que Medawer desconocia para ese momento histérico eran los diversos
elementos de la respuesta inmune que estan presentes en la SO, el primero y mas
importante: su condicion de tejido mucoso.

Capa
lipidica

(apa
acuosa Pélicula
(Capa lagrimal

mucinosa

Conjuntiva
: palpebral
Glandula
de Meibomio — Conjuntiva
bulbar
Glandula
lagrimal Parpado
accesoria
L ]
X
.
Glandula
lagrimal Eérmix —

Figura 2. Estructuras que conforman la superficie ocular.



PELICULA LAGRIMAL.

La superficie de ojo esta formada por la pelicula la lagrimal en la parte anterior o
mas externa e inmediatamente detras se encuentra la cérnea y conjuntiva. Esta
pelicula lagrimal es formada inmediatamente después del parpadeo, permitiendo
gue el ojo se mantenga abierto por suficiente tiempo mientras entra en una fase de
deformacion o ruptura (Iskander, Collins, & Davis, 2005). Adema4s, la apertura
palpebral permite extenderla a lo largo de toda la superficie. Durante el cierre de los
parpados, la lagrima es barrida hacia el canto interno en donde se encuentra un
drenaje denominado via lagrimal, desembocando en el meato medio e inferior de la

nariz.

La pelicula lagrimal tiene un papel fundamental en el sistema 6ptico comentado
previamente, ya que crea una suave Yy uniforme interfaz optica que mejora el paso
de luz a través del ojo (Bai, Ngo, Gu, Zhang, & Nichols, 2018) permitiendo mantener

una imagen de calidad hacia la retina (Tutt, Bradley, Begley, & Thibos, 2000).

Otras funciones de la pelicula lagrimal son proporcionar nutricion a las estructuras
subyacentes, lubricarlas y formar una barrera quimica (Bolafios Jiménez, y otros,

2015), las cuales se comentaran a detalle a lo largo del texto.

La pelicula lagrimal consta a la vez de 3 capas, una capa lipidica mas externa, una

capa acuosa central y una capa mucosa interior.

La capa lipidica se encuentra en contacto directo con el exterior. Sus componentes

lipidicos son continuamente secretados hacia la pelicula lagrimal por las glandulas



de Meibomio (Bum-Joo , y otros, 2019). Estas glandulas se encuentran distribuidas

a lo largo del parpado, entre las pestafias y la conjuntiva.

Su funcion primordial es mantener estable la pelicula lagrimal debido a que
disminuye la tension superficial y en consecuencia evita la rapida evaporacion. Esta
capa esta compuesta por una variedad de lipidos tanto polares como no polares,
dentro de los cuales se encuentran esteres de colesterol, esteres serosos,
triacilgliceroles y acidos grasos libres (Butovich, 2013). Sus componentes de tipo
polar permiten contar con propiedades anfipaticas permitiendo formar una interfaz

hacia la capa acuosa. (Pucker & Haworth, 2015).

La capa acuosa proviene de la secrecion de la glandula lagrimal y de las glandulas
accesorias de Krause y Wolfring. Estas ultimas contribuyen con un 10% de la

secrecion acusa.

La glandula lagrimal se encuentra ubicada en la parte superotemporal de la 6rbita
ocular y tiene un tamafo aproximado de 20 x 12 x 4 mm. Esta formada por l6bulos
que se encuentran separados por tejido conectivo. Sus conductos excretores
desembocan hacia el fondo de saco de la conjuntiva. Por otra parte, las glandulas
accesorias se encuentran difusas, las glandulas de Krause estan localizadas en el
fondo de saco conjuntival y las glandulas de Wolfring en la placa tarsal del parpado.

(Conrady, Joos, & Patel, 2016).

En conjunto las glandulas lagrimales secretan agua, electrolitos, proteinas y
mucinas hacia la pelicula lagrimal. Recientemente se han reportado que la lagrima

contiene cerca de 2000 proteinas (Zhou & Beuerman, 2017), dentro de las cuales
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destacan lisozima, lactoferrina, albumina, inmunoglobulina en sujetos sanos
(Gachon, Richard, & Dastugue, 1982). Se han identificado 18 enzimas antioxidantes
en lagrima cuya funcién es la participacion en la respuesta ante el estrés oxidativo.

(de Souza, Godoy, & Mann, 2006).

Las mucinas son glicoproteinas de caracteristicas hidrofilicas que permiten anclar
la capa acuosa a la superficie ocular gracias a que el 80% de sus carbohidratos se
encuentran o-glicosilados a residuos de serina y treonina, formando una capa
mucosa. Ademas, permiten la lubricacion del ojo, proteccién epitelial y prevencion
de invasion bacteriana y sirven para anclar otras proteinas antimicrobianas a la
superficie ocular. (William, 2010). Las mucinas son expresadas por las células
caliciformes, las cuales se encuentran intercaladas en el epitelio conjuntival y
corneal. Funcionalmente las mucinas se dividen en transmembrana y solubles.
MUC1, MUC4, MUCL16 han sido identificadas como mucinas de transmembrana, de
forma soluble se encuentran MUC2, MUC5AC y MUC19. (Galicia Carreon,

Santacruz, Hong, & Jiménez Martinez, 2013).

OXIDANTES Y ANTIXIDANTES.

El oxigeno es una molécula imprescindible en los seres humanos ya que a través
de la oxidacién de los carbohidratos y otros compuestos organicos se obtiene
energia y esta es almacenada en forma de ATP. Normalmente el oxigeno se

encuentra en su forma mas estable (O2), al igual que el nitrégeno (N2) sin embargo,
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por reacciones quimicas, enzimaticas y por efecto de radiaciones se pueden
producir, a partir de estos, moléculas que contienen uno o mas electrones no
pareados, mejor conocidos como radicales libres. Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) y las especies reactivas de nitrégeno (ERN) son radicales libre con
capacidad potencial de reaccionar con otros compuestos celulares, alterando su
estructura y por ende producir dafio celular. Los EROs incluyen a radicales hidroxilo
(OH), anion superdéxido (O2) y perdxido de hidrogeno (H202) (Matés, Pérez Gomez,

& Nufiez de Castro, 1999).

Desde el punto de vista bioguimico los lipidos celulares son facilmente oxidados por
las EROs, especialmente el acido araquidonico y el acido docosahexaenoico. De
igual forma interactia con las cadenas laterales de las proteinas, con los acidos

nucleicos y con la cadena transportadora de electrones en la mitocondria. (Pisoschi

& Pop, 2015).
Tabla 1. Radicales libres de oxigeno y de nitrégeno.
Simbolo Simbolo
Radicales libres de oxigeno (ROS) Radicales libres de nitrogeno (RNS)
Radicales Radicales
Superdxido 02* Oxido nitrico NO*
Hidroxilo OH* Dioxido de nitrégeno NO2°*
Radical alcoxilo RO* No radicales
Radical peroxilo ROO* Peroxinitrito ONOO-
No radicales Cation nitrosilo NO*
Peréxido de hidrogeno H202 Aniodn nitroxilo NO-
Singulete de oxigeno 102 Triéxido de dinitrégeno N203
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Ozono O3 Tetraoxido de N204
dinitrégeno

Perdxido organico ROOH Acido nitroso HNO:2

Acido hipocloroso HOCI Acido peroxinitroso ONOOH

Acido hipobromoso HOBr Cloruro de nitrilo NO2CI

Los EROs se pueden clasificar en base a su fuente de origen en enddgenos,
exdgenos y patoldgicos. La radiacion tiene un papel como fuente tanto exégena
como patologica'®. Los enddégenos se derivan de la cadena transportadora de
electrones, por actividad de las enzimas del citocromo P450, la xantina oxidasa y
urato oxidasa (Lassen, Black, Estey, & Vasiliou, 2008). Por ende, de manera
fisiologica se encuentran en concentraciones bajas y estos niveles estan
determinados por el balance entre su velocidad de produccién y su remocién por

compuestos antioxidantes (Drdge, 2002).

La funcion de los antioxidantes es reducir los niveles de oxidantes o radicales libres
en el organismo, estimular el crecimiento normal de las células, proteger a las
células contra el envejecimiento prematuro o anormal, ayudar a controlar la
degeneracion molecular relacionada a la edad y dar soporte al sistema
inmunologico. (Kattappagari, y otros, 2015). Los antioxidantes se clasifican en

enzimaticos y no enzimaticos.

Algunos antixodantes de tipo enzimatico son la Superoxido Dismutasa (SOD),
Glutatién Peroxidasa (GPx) y Catalasa (CAT). Los no enzimaticos principales son
el Acido Ascorbico (Vitamina C), alfa-Tocoferol (Vitamina E), glutatiéon (GSH) y

Vitamina A.
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La enzima SOD tiene tres isoenzimas: SOD1, SOD2 y SOD 3. SOD1 representa un
90% del total de actividad enzimatica y se encuentra distribuida en todos los tejidos:
En los compartimentos oculares se ha encontrado en diferentes concentraciones,
mayoritariamente se encuentra en la retina, después en cornea, esclera, cristalino
y en poca cantidad en el humor acuoso y lagrima. (Behndig, Svensson, Marklund,

& Karlsson, 1998).

A diferencia de la baja concentracion de estos antioxidantes tipo enzimaticos, el
acido ascorbico se encuentra en altas concentraciones en lagrima. El &cido
ascorbico (AA), comunmente llamado vitamina C porque es un micronutriente que
se necesita obtener de forma exdgena, a diferencia de otras especies como el
murciélago y cobayo. Su férmula quimica es CsHsOs, tiene un peso molecular de
176.13 Daltones, es una molécula hidrosoluble con propiedades reductoras (Serra
& Cafaro, 2007) ya que permiten barrer o acarrear los electrones no pareados en el

medio.

La liberacion EROs al medio extracelular puede dafar el tejido circundante,
promoviendo procesos inflamatorios. Se ha observado el aumento de citocinas pro-
inflamatorias, como (IL)-1, IL-6, IL-8, y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) en
lagrima y epitelio conjuntival en pacientes con enfermedad de Ojo Seco

(Massingale, 2009).

Es por esto que cuando hay un desbalance entre la produccion de las ERO/ERN y
la capacidad de contrarrestar sus efectos a través de los antioxidantes, se produce
el estrés oxidativo. El estrés oxidativo se ha relacionado con mudltiples
enfermedades, por ejemplo, en enfermedad de Parkinson, Alzheimer, cancer,
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enfermedades cardiovasculares. (Pisoschi & Pop, 2015). A nivel ocular se ha
asociado con la formacion de cataratas, uveitis, retinopatia del prematuro,
degeneracion macular relacionada a la edad y glaucoma de &ngulo abierto (Cejka
& Cejkova, 2015). En el sindrome de Sjogren se ha demostrado que el estrés

oxidativo juega un papel importante en su fisiopatologia (Wakamatsu, y otros, 2013).

De hecho, en pacientes con ingesta de antioxidantes orales, se demostré que

mejoran en la sintomatologia de ojo seco. (Huang, Yeh, & Hou, 2016).

SINDROME DE 0JO SECO

Este sindrome se define como una enfermedad multifactorial caracterizada por
inestabilidad de la pelicula lagrimal causando una variedad de sintomas y/o
impedimento visual, potencialmente acompafado de dafio en la superficie ocular
(Tsubota, Yokoi, Shimazaki, & Watanabe, 2017). Tiene origen multifactorial, en la
que provoca sintomas de malestar ocular, alteraciones visuales e inestabilidad de
la pelicula lagrimal, acompafiado por un aumento en la osmolaridad lagrimal e

inflamacion cronica en la superficie ocular (Garcia, y otros, 2014).

Por lo anterior, el diagnéstico se realiza primordialmente por los sintomas que
presenta el paciente. Adicionalmente, se cuenta con una gama de estudios de
gabinete que apoyan el diagndstico de 0jo seco. Los principales son aquellos que

miden la cantidad y calidad de lagrima producida. En el primer caso se cuenta con
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la prueba de Schirmmer, en la cual, a través de un papel filtro, se mide la cantidad

de lagrima que se produce en 5 minutos.

Para medir la calidad, se ha implementado la tincién corneal y la medicion del tiempo
de la pelicula lagrimal. La tincion se realiza con fluoresceina sobre la superficie
ocular y a través de un filtro de azul cobalto, permite visualizar la tincion en color
verde. El tiempo de ruptura lagrimal consiste en la evaluacion del tiempo que tarda

en aparecer un area sin colorante sobre la superficie posterior al parpadeo.

Actualmente no se cuenta con ningun estudio que permita evaluar el estado de

oxido-reduccién de la superficie ocular.
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DEFINICION DEL PROBLEMA

El sindrome de 0jo seco es un problema de salud publica, causando mayor riesgo
de infecciones oculares, sintomas de malestar ocular, fatiga, alteracion visual que
interfiere con actividades cotidianas como leer, manejar o trabajar en computadora.
En México no se cuenta con datos epidemiolégicos sobre la prevalencia de la
enfermedad, sin embargo, en Estados Unidos el sindrome de ojo seco es el motivo
de consulta oftalmoldgica y por lo tanto presenta un gran costo en la salud, asi como
un costo indirecto por disminuir la productividad en el trabajo. En un centro de
referencia oftalmolégico en la ciudad de México se detectd una frecuencia del 30%
de quienes acudian a consulta oftalmoldgica presentaban sintomatologia de ojo
seco y una frecuencia del 90% present6 alteracion en la superficie ocular. Los
métodos diagnosticos actuales miden la produccion, estabilidad de la pelicula
lagrimal y sintomas de ojo seco, ninguno de los cuales es el estandar de oro hasta
el dia de hoy. Este estudio pretende conocer la bioquimica de lalagrimay el impacto

de la 6xido-reduccién en el sindrome de ojo seco.
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JUSTIFICACION

A pesar de las diversas etiologias del sindrome de ojo seco, en la fisiopatologia se
ve implicado el aumento en el estrés oxidativo y la consecuente inflamacion en la
superficie ocular. Los tratamientos actuales para el paciente con diagndstico de 0jo
seco se centran en lagrimas artificiales, lo que permite Unicamente aliviar los
sintomas, pero no cambiar el curso de la enfermedad. Se ha observado que en
pacientes tratados con medicamentos tépicos oftalmicos que disminuyen las
reacciones de estrés oxidativo y pacientes tratados con antioxidantes orales
presentan mejoria en la produccion de lagrima, tiempo de ruptura lagrimal y en la
sintomatologia del ojo seco, sin embargo, no se han explorado los niveles de
antioxidantes presentes en la superficie ocular de los pacientes con sindrome de

0jO seco.

La informacién generada en este trabajo permitir4 proponer un biomarcador lagrimal
que permita entender los cambios bioquimicos relacionados con la 6xido-reduccién
en el sindrome de ojo seco. El conocimiento generado en este estudio, permitira
proponer puntos de corte de antioxidantes lagrimales en los diferentes tipos de
severidad clinica en el sindrome de 0jo seco y posiblemente proponer estos niveles

como biomarcadores de historia natural de la enfermedad.

18



HIPOTESIS

Existe una concentracién menor de antioxidantes en lagrima de los pacientes con

sindrome de ojo seco que en los individuos sanos.

OBIJETIVO GENERAL

Comparar la concentracion de antioxidantes en lagrima entre pacientes con

sindrome de ojo seco e individuos sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la superficie ocular de pacientes con 0jo seco Yy sujetos sanos.

e Comparar la concentracion de especies reactivas de oxigeno en lagrima entre
pacientes con sindrome de 0jo seco e individuos sano.

e Comparar la concentracion de citocinas proinflamatorias en lagrima entre
pacientes con sindrome de ojo seco e individuos sano.

e Determinar el balance de especies reactivas de oxigeno/antioxidantes en

lagrima entre pacientes con sindrome de ojo seco e individuos sano.
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TIPO DE ESTUDIO Y DISENO GENERAL

Es un estudio observacional, transversal y comparativo. Se realiz6 una toma de

muestra de lagrima a pacientes con 0jo seco y en controles.

Se interrogaron aquellos factores de riesgo para presentar 0jo seco como ocupacion
al aire libre, tabaquismo, exposicion aire acondicionado, esfuerzos visuales

prolongados, uso de lentes de contacto, cirugia ocular previa.

UNIVERSO DE ESTUDIO

Se estudié a los pacientes que acudieron a consulta oftalmoldgica en el Instituto de
Oftalmologia, Fundacion Conde de Valenciana que presentaron sintomatologia de

0jO seco.

TAMANO DE MUESTRA

El tamafio de muestra se obtuvo por conveniencia.

CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

Criterios de inclusion

. Pacientes con diagnostico clinico de ojo seco.

. Pacientes con OSDI mayor a 12.
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. Edad igual o mayor a 18 afos.

. Aceptacién de ingreso al estudio y firma del Consentimiento Informado.

Criterios de exclusién

. Enfermedades inflamatorias de superficie ocular como conjuntivitis alérgica,

blefaritis, tumores conjuntivales, sindrome de Sjogren.

. Enfermedades crénicas como diabetes mellitus, artritis, y hepatitis C.

Criterios de eliminacion

. Retiro de consentimiento.

. Muestra insuficiente de lagrima.

CRITERIOS DE SELECCION DEL GRUPO CONTROL

Criterios de inclusion

. Voluntarios sanos con OSDI igual o menor a 12 (Normal).

. Edad mayor o igual a 18 afos.

. Aceptacion de ingreso al estudio y firma del Consentimiento Informado.
. Sin enfermedades crénicas como diabetes mellitus, artritis, y hepatitis C.
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Criterios de exclusion

. Alteracion en prueba de Schirmer y/o en tiempo de ruptura de pelicula
lagrimal.
. Pruebas cutdneas positivas.

Criterios de eliminacion

. Retiro de consentimiento.

. Muestra insuficiente de lagrima.
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METODQOS

HISTORIA CLINICA MEDICA.

Se realizé una historia clinica médica, la cual incluye identificacion, interrogatorio y
exploracion general del sujeto. A partir de esta historia clinica se obtuvo informacién

para conocer si contaba con los criterios de inclusién o exclusion.

Figura 3. Investigador principal realizando interrogatorio a sujeto de estudio.
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ENCUESTA DEL INDICE DE ENFERMEDAD DE SUPERFICIE OCULAR (OSDI).

Se aplico el cuestionario OSDI a cada participante, interrogando cada una de las 12
preguntas. Para cada pregunta se tenian las siguientes opciones como respuesta;
“Todo el tiempo”, “La mayor parte del tiempo”, “La mitad del tiempo”, “A veces” y
“‘Nunca”. Cada una de estas opciones tiene una puntuacion de 0, 1, 2, 3y 4

respectivamente. Se solicitd que las respuestas fueran con base en su

sintomatologia de la dltima semana.

Al finalizar, se sumé cada uno de los 3 apartados (apartado A, B y C).
Posteriormente se sumo el resultado de los 3 apartados (A+B+C) para obtener el
resultado de calificacion. Después el resultado se multiplico por 25 y se dividi6 entre
el total de preguntas contestadas. El resultado de la evaluacién OSDI fue registrado
en una base de datos para su posterior andlisis. En el anexo 2 se muestra el
cuestionario OSDI que se utilizdé para registrar las respuestas y resultado final

correspondiente.

MUESTRA DE LAGRIMA.

En el consultorio médico, previo lavado de manos y colocacion de guantes se
procedié a la toma de muestra de lagrima. Primero se coloco al sujeto en posicién
sentada y con la cabeza inclinada hacia atras y ligeramente de lado (hacia el ojo en

la que se tomé la muestra). Se obtuvieron muestras de lagrimas de HC y PAC del
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fornix conjuntival mediante la adicion de 20 yL de solucion salina estéril BSS™ en
la superficie ocular. Posteriormente, el lavado ocular se recuperd inmediatamente
con un capilar estéril y se recogio en un microtubo de polipropileno estéril de 0.6mL.

Las muestras se marcaron con el numero de identificacion y se almacenaron a -

60°C hasta su procesamiento.

Figura 4. Toma de muestra de lagrima de ojo derecho a sujeto de estudio a través

de la recaptura con tubo capilar.

VALORACION OFTALMOLOGICA.

La valoracion fue realizada por un médico oftalmélogo quien, en colaboracion con

el investigador principal, llevo a cabo las siguientes pruebas.
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Prueba de Schirmer sin anestesia

Se coloco una tira de papel con escala milimétrica (AMCON Tear Flo Test Strips
Nomax, Inc St. Louis) en el parpado inferior de cada ojo entre el tercio medio y tercio
externo. Ambas tiras se colocaron simultaneamente en cada 0jo y se dejaron por 5
minutos mientras el paciente/sujeto mantuvo sus o0jos cerrados. Al finalizar el
tiempo, se retiraron ambas tiras, se midio la cantidad de humedad en el papel y se
marcé en la tira. Se report6 el resultado en milimetros y fue registrado para su

posterior analisis.

Prueba de Schirmer con anestesia.

Se aplic6 una gota de Clorhidrato de Tetracaina (anestésico topico) sobre la
superficie ocular, esperando 5 minutos para que tuviera el efecto anestésico.
Posteriormente se colocé una tira de papel con escala milimétrica (AMCON Tear
Flo Test Strips Nomax, Inc St. Louis) en el parpado inferior de cada ojo entre el
tercio medio y tercio externo. Ambas tiras se colocaron simultdneamente en cada
0j0 y se dejaron por 5 minutos mientras el paciente/sujeto mantuvo sus 0jos
cerrados. Al finalizar el tiempo, se retiraron ambas tiras, se midi6 la cantidad de
humedad en el papel y se marcé en la tira. Se reporto el resultado en milimetros y

fue registrado para su posterior analisis.
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Figura 5. Prueba de Schirmmer en ambos ojos a sujeto de estudio.

Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal.

Se instil6 fluoresceina en el fondo de saco conjuntival inferior a través de tiras ya
preparadas (Bio Glo Fluorescein Sodium Ophtalmic Strips HUB Pharmaceuticals
Cucamonga CA: 91730) y se solicitd al paciente que parpadeara varias veces para
repartir el colorante por toda la pelicula lagrimal. Posteriormente se pidi6 al
paciente/sujeto colocarse la cabeza en la lampara de hendidura con filtro de luz azul
cobalto. El oftalmdlogo exploré la superficie ocular, midiendo el tiempo transcurrido
desde el ultimo parpadeo hasta que aparecio la primera mancha seca (parte de la
superficie ocular que ya no presentaba colorante). El tiempo se reporté en segundos

y fue registrado para su posterior analisis.
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Figura 6. Evaluacion del tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal. A. Médico
oftalmdlogo revisando superficie ocular del sujeto de estudio a través de la
lampara de hendidura. B. Superficie ocular tefiida de fluoresceina (color verde).
C. Superficie ocular con escasa tincion de fluoresceina (color verde solo a nivel

de los bordes libres del parpado).
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PROCESAMIENTO E INTERPRETACION DE LA MUESTRA DE LAGRIMA.

Para la determinacion de acido ascorbico (AA) y capacidad antioxidante total (CAT)
en lagrima se utilizé6 el método FRASC conforme lo establecido por Man Choy y
colaboradores (OxiSelect™ Ascorbic Acid Assay Kit (FRASC)). Se utilizé una placa

de 96 pozos y para cada muestra se utilizaron 2 pozos (“AO+” y “AO-).

Control de calidad en la exactitud y prescision de resultados en la

determinacion de AA 'y CAT.

Para el procesamiento e interpretacion de resultados se realiz6 una curva estandar
en la misma placa en conjunto con el procesamiento de muestras. Para la curva se
realizé inicialmente la preparacion de AA a diferentes concentraciones conocidas.
Para ello se utilizaron 35 mg/mL de AA llevandolo a 2mM de AA. Al pozo #1 se
colocaron 100 pL de 2mM de AA y se afadieron 900 pL de buffer, resultando una
concentracion final de 200 uM de AA. Para el pozo #2 se tomaron 500 pL del pozo
#1 mas 500 uL de solucion buffer. Para el pozo #3 se tomaron 500 pL del pozo #2
mas 500 pL de solucién buffer. Asi subsecuentemente hasta el pozo #8. Para el
pozo #9 se colocod Unicamente 500 pL de solucién buffer. Las concentraciones

finales de cada pozo se muestran en la tabla.

29



Determinacion por colorimetria

Para el procesamiento de las muestras de lagrima, a cada pozo se afadieron 100
pL de acido ascorbico (Ascorbic Acid Standard) y posteriormente se afiadieron 100
uL de la muestra de lagrima. A los pozos “AO+“ se afadié ascorbato oxidasa. Se
dej6 incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron
100 pL de reactivo de reacciéon a todos los pozos. Se mezclo y dejo incubar por 3

minutos. En la imagen 5 se muestra la placa de 96 pozos con las muestras.

Tabla 2. Concentracion de 4cido ascorbico utilizada para la curva estandar.

Numero Concentracion final de
de pozo  4acido ascérbico (uM)
1 200
100
50
25
12.5
6.25
3.13
1.56

O O NOULLD WN

La placa de 96 pozos se coloc6 en el espectrofotometro para realizar lectura con
una absorbancia de 540 nm. Los resultados fueron arrojados en densidad Optica

(OD), fueron registrados en archivo de hoja de célculo para su posterior analisis.
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Figura 7. Placa de 96 pozos con las muestras. En los pozos Al al A9 se encuentra
la curva estandar. En los pozos C1 a H10 se encuentran las muestras de los

sujetos por pares. Uno para “AO+” y otro para “AO-"“.

INTERPRETACION DE LA MUESTRA DE LAGRIMA.

La determinacion de capacidad antioxidante total (CAT) se determind por la OD del

pozo sin enzima ascorbato oxidasa (AO-). El resultado se reporté en nanémetros.

La determinacion de acido ascorbico contenido en cada muestra, se midio la

diferencia de OD del pozo (AO-) - (AO+). El resultado se extrapoldé a la curva
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estandar, en la cual refiere la concentracion dependiendo de la OD obtenida. El

resultado se reporté en uM / L (figura 8).
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Figura 8. Curva estandar de la concentracion de acido ascorbico con respecto a

la densidad éptica.

ANALISIS E INTERPRETACION DEL CUESTIONARIO OSDI

Para el analisis de cuestionario se siguié conforme a lo reportado por Schiffman et

al, siendo que el resultado de la evaluacion OSDI se clasifico de la siguiente forma.
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Tabla 3. Clasificacién del ojo seco conforme el resultado de la puntuacién del

cuestionario OSDI.

Puntuacién del resultado de
Clasificacion de resultado
evaluaciéon OSDI

0al2 Normal
13a 32 Leve
33a100 Severo / Moderado

VALORACION DE LA SUPERFICIE OCULAR

Prueba de Schirmer con y sin anestesia.

La prueba de Schirmmer permite identificar de manera cuantitativa la produccion de
lagrima. Cuando se realiza sin anestesia topica, se evalla la produccién de lagrima
basal y refleja. A diferencia de cuando se aplica anestesia tdpica, en la cual se
evalia de forma exclusiva la produccién basal. Para ambos casos, cuando la
produccion de lagrima en 5 minutos es menor a 5 mm, se consideré como cantidad

de lagrima producida disminuida.

Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal
Esta prueba permite identificar la calidad de la lagrima producida, a través de la

medicion de tiempo en que dicha pelicula lagrimal se mantiene integra sobre la

33



superficie ocular. Cuando la integridad se ve afectada en menos de 5 segundos, se

considera que la calidad es inadecuada.

CONSIDERACIONES ETICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Se realiz6 invitacion a los pacientes que acudieron a consulta oftalmolégica integral.
Posterior a la invitacion de los sujetos y pacientes para participar en el protocolo de
estudio se explico la descripcidn general del estudio, el personal involucrado en el
proyecto, procedimientos que se realizarian, motivo del estudio, criterios para
participar, riesgos a los que estarian expuestos, objetivos y beneficios que se
alcanzarian con su participacion. Posteriormente se entregdé el consentimiento
informado, se les pidi6 que lo leyeran y solo si estaban de acuerdo y deseaban

continuar con el proceso debian firmar. Asi mismo, se solicitd la firma de 2 testigos.

Aquellos que decidieron participar en el estudio y firmaron el consentimiento
informado, se entregé copia del consentimiento firmado y el original fue
resguardado. En el anexo 1 se muestra el consentimiento informado empleado a

cada participante.
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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

La Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente, define como
residuos peligrosos a todos aquellos residuos que, por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables y biologico-infecciosas
representan un peligro para el equilibrio ecoldgico o el ambiente; los residuos que
se deriven seran manejados en términos de la propia ley, su reglamento y normas
oficiales mexicanas que expida la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales, previa opinion de diversas dependencias que tengan alguna injerencia
en la materia correspondiéndole a la citada SEMARNAT su regulacién y control.

Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos (RPBI) seran manejados de acuerdo
a la Norma Oficial Mexicana NOM-0870ECOL-SSA1-2002. La disposicion de

residuos se resume en la tabla 2.
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Tabla 4. Disposicion de residuos de acuerdo con su estado fisico.

Tipo de residuo Estado fisico Envasado Color
Sangre Liquido Recipientes Rojo
herméticos
Cultivos Solido Bolsas de polietileno Rojo
Patoldgicos Sélidos Bolsas de polietileno Amarillo
Patolégicos Liquidos Recipientes Amarillo
herméticos
Residuos no Soélidos Bolsas de polietileno Rojo
anatémicos
Residuos no Liquidos Recipientes Rojo
anatémicos herméticos
Objetos Solidos Recipientes rigidos Rojo
punzocortantes polipropileno

Durante la realizaciébn de los ensayos experimentales del presente trabajo de

investigacion, se vigilara el cumplimiento de las siguientes Normas Oficiales

Mexicanas (NOM):

NOM-017-STPS-2008 Para el equipo de proteccion personal- Seleccién, uso y

manejo en los centros de trabajo.

NOM-005-STPS-1998. Para las condiciones de seguridad e higiene en los centros

de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias quimicas

peligrosas.
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NOM-018-STPS-2000. Para la identificacibn y comunicacion de riesgos por

sustancias quimicas en los centros de trabajo.

NOM-087-ECOL-SSA1-2002. (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002). Para la
proteccion ambiental- Salud ambiental- Residuos peligrosos-biolégico-infecciosos-

Clasificacion y especificaciones de manejo.

FINANCIAMIENTO Y SITIO DE LA INVESTIGACION

Fue otorgado por el departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
UNAM, el Programa de Maestria y Doctorado de Ciencias Médicas, Odontolégicas

y de la Salud de la UNAM y la “Fundacion Conde de Valenciana” IAP.

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES

No existe conflicto de interés en los participantes en el estudio.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS SUJETOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Se reclutaron 28 sujetos de estudio, con una edad promedio de 24 afios. Conforme
al resultado obtenido del cuestionario OSDI, 15 obtuvieron un resultado menor o
igual a 12 puntos, 5 obtuvieron de 13 a 32 puntos y 8 obtuvieron un resultado de
igual o mayor a 33 puntos.

En el grupo de sujetos sanos, la edad promedio fue de 21 afios, la calificacion
promedio del cuestionario OSDI de 5 puntos, el promedio de la prueba de Schirmer
| fue 28 mm, Schirmer Il de 23 mm y el tiempo de ruptura de pelicula lagrimal (TBUT)
de 7 segundos.

En el grupo de pacientes con 0jo seco leve, la edad promedio fue de 31 afios, la
calificacién promedio del cuestionario OSDI de 20 puntos, el promedio de la prueba
de Schirmer | fue 16.5 mm, Schirmer Il de 15.5 mmy el TBUT de 4.5 segundos.

En el grupo de pacientes con 0jo seco moderado/severo, la edad promedio fue de
25 afios, la calificacion promedio del cuestionario OSDI de 50 puntos, el promedio
de la prueba de Schirmer | fue 19.5 mm, Schirmer 1l de 21 mm y el TBUT de 5.5
segundos.

En la tabla 4 se muestran los resultados de las variables clinicas de todos los grupos

de estudio.
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Tabla 4. Resultados de las variables clinicas realizadas en sujetos de estudio.

Normal (OSDI 0-12) Lev-Mod (OSDI 13-32) Severo (OSDI 33-100)
n=15 (54%) n=5 (18%) n=8 (28%)
Promedio D.E. p Promedio D.E. p Promedio D.E. p
Edad (afios) 21 3 >0.05 31 5 >0.05 25 6 >0.05
OSDI 5 3 <0.05* 20 5 >0.05 50 7 >0.05
Schirmer | (mm) 28 12 <0.05* 16.5 17 >0.05 19.5 11.5 >0.05
Schirmer Il (mm) 23 12 <0.05* 15.5 15 NV 21 11 >0.05
TBUT (s) 7 2.6 >0.05 4.5 3.5 >0.05 5.5 1.9 >0.05

Se muestran clasificados en OSDI normal, OSDI leve y OSDI moderado/severo.
En cada categoria, por columna se muestra el promedio, la desviacion estandar y
la significacién estadistica. En cada fila se muestra la edad (afios), la calificacién

OSDI, Schirmer I, Schirmer Il y tiempo de ruptura de pelicula lagrimal.

Para las pruebas de Schirmer I, Schirmer Il y tiempo de ruptura de la pelicula
lagrimal no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre cada
uno de los 3 grupos. Las figuras 9, 11 y 13 muestran los resultados de estas pruebas
por cada grupo OSDI.

Se hizo una correlacién entre la cantidad de lagrima basal y refleja y el resultado del
cuestionario OSDI. Los analisis se muestran en las figuras10, 12 y 14, no

encontrando una correlacion significativa en las variables estudiadas.
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Figura 9. Produccién de lagrima (basal y refleja). Se muestra la cantidad de
lagrima producida en cada grupo de estudio.
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Figura 10. Correlacién entre la produccion de lagrima (basal y refleja) y el
resultado OSDI.
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Figura 11. Produccién de lagrima (basal). Se muestra la cantidad de lagrima

producida en cada grupo de estudio.
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Figura 12. Correlacion entre la produccion de lagrima (basal) y el resultado
OSDI.
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Figura 13. Calidad de lagrima. Tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal en cada

grupo de estudio.
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Figura 14. Correlacion entre el tiempo de ruptura de la pelicula lagrimal y el
resultado OSDI.
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN LAGRIMA DE LOS SUJETOS
INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

La capacidad antioxidante total (CAT) en lagrima se midié por colorimetria conforme
se describio en el apartado de métodos. La CAT promedio en el grupo de sujetos
sanos fue de 0.199, en el grupo leve fue de 0.176, en el grupo moderado/severo fue
de 0.144. La figura 15 muestra el CAT por cada grupo de estudio. La correlacién

entre la CAT y el resultado OSDI fue de 0.315. La figura 16 muestra esta correlacion.
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Figura 15. Capacidad antioxidante total lagrimal en cada grupo de estudio.
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Figura 16. Correlaciéon entre la capacidad antioxidante total lagrimal y el
resultado OSDI.
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Figura 17. indice de la capacidad antioxidante total lagrimal y el resultado OSDI.
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La concentraciéon de acido ascorbico (AA) obtenido en el grupo de sujetos sanos
fue de 104.8 uM / L, en el grupo leve fue de 395.2 uM / L y en el grupo
moderado/severo fue de 61 uM / L. La figura 18 muestra la concentracion de AA
por grupo de estudio. La correlacion entre el AA'y el OSDI fue de 0.155, esta

correlacion se muestra en la figura 19.
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Figura 18. Concentracion de acido ascoérbico en cada grupo de estudio.
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Figura 19. Correlaciéon de la concentracion del &cido ascorbico y el resultado
OSDI.
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DISCUSION

La produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno es alta en el 0jo, ya que
esta expuesto con el exterior, asi como expuesto inherentemente a procesos de
fotooxidacion por la luz ultravioleta. Debido a lo anterior, es importante que el
sistema ocular cuente con una serie de agentes antioxidantes para mitigar el estrés
oxidativo. En este estudio se determind en diferentes grados de severidad de ojo
seco la capacidad antioxidante total (CAT) y su correlacion con las pruebas clinicas
diagnoésticas de rutina. Como se esperaba, no se encontraron biomarcadores
clinicos relacionados con Schirmer I, Schirmer Il y TBUT que permitieran identificar
el grado de sintomatologia clinica evaluado por (Tsubota, Yokoi, Shimazaki, &

Watanabe, 2017)

En este estudio se encontro que la CAT en lagrima fue mayor en el grupo de sujetos
sanos en comparacion con los grupos de sujetos con sintomas de ojo seco. Estos
resultados sugieren que los sujetos sanos, siendo los que no presentan o presentan
en menor cantidad sintomas de irritacion ocular, vision borrosa, lagrimeo, prurito o
fotofobia tienen una mayor capacidad antioxidante total. En nuestros resultados
encontramos una relacion negativa significativa entre CAT vy el grado de severidad
por cuestionario OSDI, siendo que a mayor CAT menor severidad, por lo que la
determinacién de CAT podria ser un biomarcador objetivo temprano de ojo seco lo
gue no se ha conseguido con los estudios de Schirmer y TBUT. (Tsubota, Yokoi,

Shimazaki, & Watanabe, 2017)
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En los sujetos sanos se determind una concentracion promedio de AA conforme lo
reportado por Man Choy y colaboradores. Los niveles de AA no presentaron
correlacion con el nivel de severidad de sintomas. Esto pudiera presentarse debido
a que el AA se metaboliza rdpidamente y vuelve a ser incluido en el ciclo de oxido-

reduccion (May, Qu, Neel, & Li, 2003).

Posteriormente al evaluar la concentracion de AA, se encontro que el grupo de OSDI
leve presenté una mayor cantidad de AA comparado con el grupo de OSDI
moderado/severo, habiendo una diferencia estadisticamente significativa (p=0.03).
Se ha demostrado que el AA induce la reduccion de inflamacién y marcadores de
fibrosis hepética en modelos animales (Abhilash, Harikrishnan, & Indira, 2013).
Nuestros resultados sugieren que el AA aumenta de manera inicial durante el curso
natural de la enfermedad del sindrome de ojo seco, es posible que sea un
mecanismo de regulacién de la inflamacion. Se requieren mas estudios en modelos

animales para demostrar lo anterior.

El impacto de la determinacion de radicales libres en la superficie ocular y de sus
mecanismos de regulacién otorgados por los antioxidantes en lagrima en los
diferentes estadios del sindrome de 0jo seco y de sujetos sanos nos ha permitido
establecer rangos o puntos de cohorte que pudieran estar asociados a la
sintomatologia clinica. Conocer estos puntos de cohorte permitira realizar
intervenciones oportunas por parte de los médicos oftalmdélogos para prevenir el
dafio a la superficie ocular, asi como el evitar el uso permanente de lubricantes
oculares que, sin bien mejoran la inflamacion ocular y disminuyen los niveles de

enzimas antioxidantes (Jee, Park, Kim, & Kim, 2014), no modifican la fisiopatologia
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del sindrome de ojo seco. Ahora sabemos que el mejorar los niveles de CAT en la
superficie ocular tendr4 un impacto en mejorar la sintomatologia desde un nivel
molecular al estabilizar el balance oxido-reduccién. El presente estudio sugiere que
los tratamientos que modifiquen la bioquimica del sindrome de ojo seco deberan

enfocarse en restaurar el balance entre antioxidantes y oxidantes.

CONCLUSIONES

No se encontro relacion entre la severidad de los sintomas y los niveles de acido

ascorbico, cantidad y calidad de lagrima producida.

Los sujetos con mayor severidad sintomatica en el sindrome de ojo seco
presentaron una menor capacidad antioxidante total (CAT) en lagrima en

comparacién con sujetos sanos.

PERSPECTIVAS

El &cido ascorbico no tuvo un papel primordial como parte de la capacidad
antioxidante total en la lagrima de los sujetos de estudio, lo que sugiere la
participacion de otras moléculas antioxidantes, como el acido Urico o la enzima
superéxido dismutasa, ya que estas han sido reportadas como las mas frecuentes

en lagrima después del acido ascorbico.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADC
{version 2}

I INFORMACION GENERAL

Titulo del estudio

“Evaluacion de especies reactivas de oxigeno, antioxidantes y citocinas
proinflamatorias en lagrima en el sindrome de ojo seco™

Mombre del Investigador Principal

Alden Almanza Gutiemez
Instituciones participantes

Universidad Macional Autonomia de México (UMAM). Circuito de Posgrado S/N. Coyoacan,
Cd. Universitaria, 04510 Ciedad de México, teléfono 01 55 5622 1BBE.

Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana LA P. Chimalpopoca 14, Obrera,
Cuauhtémos, 08300 Ciudad de México, teléfono 01 55 5442 1700.

Caracieristicas de este documenta

Este documiento propons su participacion en un estudio de investigacion. Antes de que
decida parficipar, usted debe entender por qué se esta realizando este estudio, qué va a
inwolucrar vy cuales son los riesgos vy bensficios asociados. La informacion que s=
preporciona a continuacion be ayudara a tomar una decision informada. Por favor tome su
tiempo para leerla cuidadosamente y realizar todas [as preguntas que surjan.

Una vez que haya leido &l documento v se le hayan aclarado todas sus dudas, se le pedira
que lo firme si decide participar en el estudio. De igual forma, s2 le enfregara un original de
este documento. i
Este documento fue rewisado y aprobade por & Comite de Etica del Instituto de
Oftaimologia Fundacion Conde de Valenciana.

I INFORMACION ESPECIFICA

Descripoion del estudio

El sindrome de ojo seco es un problema de salud piblica, causando mayor riesgo de
infecciones oculares, sintomas de malestar ocular, fatiga, aleracion visual que interfiere
con actividades cotidianas como leer, manejar o trabajar en computadora en aquelios
pacientss que lo presentan. Algunos estudios han revelado. a nivel del ojo v de la Lagrima,
la disminucion de maoléculas protectoras v la elevacion de otras moléculas inflamatorias
conllevan a las molestias en los ojos de estos pacientes.

Al realizar este estudic se podran proponer estrategias de proteccion especificas o
deteccion oportuna 3l dano ccular en una poblacion con sindrome de ojo seco, evitando asi
la modestias y complicaciones en dicha enfermedad.
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Para Bevar a cabo este estudio &5 necesario tomar una muestra de lagrima v realizar una
evaluacion oftalmologica integral, la cual sera realizada por un medico oftalmislogo, donde
se valorara la produccion y calidad (iempo de muptura lagnmal) de su lagrma. Estos
procedimizntos tomaran en conjunto 2 3 3 horas aproximadamients.

Pacientes gue participen en &l estudio deben contar con los siguientes criterios:

Para que usted pueda participar en & estudio debe contar con los siguientes crterios
Diagnastico clinico de ojo seco.
Edad mayor o igual a 18 anos.
Haber contestado el cusstionario “0S01" y cbtener una puntuacion mayor 3 12,
Aceptacion de ingreso al estudio yfima de este Consentimiento Informado.

Sujetos sanos que parbicipen en el estudio deben contar con los siguientes critenos:
Violuntanos sanos con un resultado en el cuestionano "0S00 igual o menora 122
Edad mayor o igual a 18 afos.
Mo padecer enfermedades cronicas como diabetes melifus, artritis, v hepatitis C.
Aceptacion de ingreso al estudio yfima de este Consentimiento Informado.

La participacion en este estudio es completaments voluntaria. Sipor alguna razon usted
se negara a participar en el, esto no tendria ninguna repercusion en su atencion medica
brindada en este hospital. A 51 mismo en caso de participar y de consideraro necesario,
puede retirarse del estudic en el momento gue lo desee y sin repercusion en su
seguimients futuro.

Este estudio tendra una duracion de § meses aproximadaments. Durante este tiempo se
reclutaran a los participantes, se realizaran los estudios de laboraforio pertinentes, se
analizaran los resultados obtenidos y finalmente =2 dara a conocer las concusicnes del
estudio.

El participante no tiene que pagar nada, ya que los recursos materiales y humanos son
proporcionados por & investigador y las instituciones participantes.

- Riesgos presentes al participar en el estudio

En el caso de las muestras de lagrima, se le aplicara en la superficie del ojo 20 microlitros
de solscion estéril ¥ con wn capilar (tubo de vidsio, muy delgado y muy pequefio) se
absorbera B lagrima. No existen resgo en este procedimiento, sin embarge, pudiera
presentar molestia al momento de aplicar ka solucion en su ojo.

Para la medicion de la produccion de [agrima se colocara un pequenio papel filtro, estéril,
marcads a manera de regla, entre el papado inferior ¥y su ojo por unos minutos. Este
procedimisnte pudiera generar molesta al momento de tener &l papel en su ojo.

Para la medicion del iempo de ruptura de la pelicula lagrimal, primero se colocara un tinte
[feouracdo) sobre e borde de su parpado y se le pedira que parpadee para que se
distribuya a ko largo de toda ks superficie de su ojo. Posteriormente se le revisara a ravés
de una lampara de hendidura, la cual sive para observar con mayor detalle La tincion que
s& le ha colocado. Este procedimiento pudiera generar molestia al momento de cobocarle [a
tincion en su ojo.
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- Limitaciones que tendra durante el estudio
Para este estudio =2 l& pide una muestra de l3grima en una solo ooasion.
- Beneficios del estudio

La informacion generada senvira para proponer marcadores moleculares en la lagrima que
reflejen de manera mas precisa el estado clinico del paciente con ojo seco. A su vez, esto
permitra contar con un diagnostico certero y tratamients oportuno, disminuyendo las
complicaciones en los ojos de pacientes con ojo seco.

- Datos personales y resultados del estudio

La mformacion gue se obtenga sera estrictamente confidencial y andnima y sera
utfizada exclusivamente para fines de investigacion. Soko personal autorizado tiene acceso
a su informacion. Los resultados obtenidos se pretenden publicar en revistas cientificas
afines al tema estudiado.

Todos los resultados se le daran a conocer individualmente, si usted lo solicita.

- Instilucicnes mveolucradas en el estudic

El presente estudic es parte del proyecto de Maesiria del Investigador Principal. El
pregrama de maestria pertenece a la Universidad Nacicnal Autonoma de Mexico [UNAM) y
la institucion sede para el estudio &5 &l Instituto de Oftalmologia Fundacsan Conde de
WValenciana, Ciudad de México.

- Contacto para dudas y adaraciones

Cualquier duda adicional que surja en el futuro serd oportunamente adarada. En caso de
dudas favor de comunicarse con & Dr. Alden Almanza Gutiémesz (investigader principal), al
tedefono: 54421700 ext. 3210, los dias lunes a viemes de 02:00hrs a 14:00 horas o al
ndrmiero celular 0445518004328 en caso de emergencia. También pueds comunicarse con
el Dr. Yonathan Garfias Becera, presidente del Comité de Etica en Investigacidn del
Instituin de Oftalmologia Fundacion Conde de Walenciana al telefono: 54421700 Ext.
M2

. Consentimiente para participar

- AL FIRMAR USTED DECLARA QUE:

1. He leido cuidadosamente (o me han leido mi representante legal) y he entendido el
consentmiento nformado.

2. Se me ha brindado informacion clara y tiempo suficients para leer el consentimiento
mnformade y aclarado todas mis dudas.

3. Mi participacion es woluntaria y entiendo que soy libre de retirarme del estudio en
cualgquier momento que lo decida.

55




4. Mo he sido sometido a ningin tipo de presicn para participar en el estudio.

5 Libremente otorgo mi consentimiento para participar en este estudio.

. Entiendo que la atencion medica y los estudios clinicos que forman parte del protocolo
especificados en esta forma de consentimiento informado durante el estudio seran de
manera gratuita.

7. Confimo que he recibido un enginal de este documento fimado y fechade y el ofro
onginal es resguardado por & medico del estudio.

PARTICIPANTE

MNombre y firma

Fecha

Huella digital del dede indice derecho (en caso de no saber leer y escribir u
ofra situacion gue lo amerite)

TESTIGO 1

MNombre y firma

Fecha

Relacion con el participante

Direccion

TESTIGD 2

MNombre y firma

Fecha

Relacion con el participante

Direccion

INWESTIGADOR PRIMCIFPAL

MNombre y fimma

Fecha
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Anexo 2. Cuestionario para valorar el [ndice de Enfermedad de Superficie Ocular
(OsDI).

EVALUACION OSDI® amasen ity cytaspaiabiky o s s

Hoga o pacients ke siguieniss 12 e v encherre @l nimaro en la columra que mejor represens coda
respusatn. Poskeriormants, wme b calbficacién CE‘IGI'III:L:I ancoda grupe da pregunte v lkene las cosllas &, By C.
Las casilos Oy E debanan ser llenadas de acuerde con los Inskuccionas jums o codo una de ellas.

A jHao experimentade cvalquiera de los siguientes sintomos derante la Gltima semana®

Teda
d tempe ddtkempe | ddl tiempe

lomoyerparte | Lomilod Ko Howm W
1. ljer smebles a bnlaz? 4 3 1 1 0 R
. g Djer ques 5o it wien wemere 4 3 1 1 [} R
5. gDubra mornje miewio e s njms? 4 ] 2 1 ] 5
4. jWiitn barem? 4 3 1 1 ] R
IM_S. [Vieifa deligmis? L | 3 1 1 [} Py 5B

SURAA DE LA CALIFICATKSM PARA LAS PREGUIMTAS DEL 1 ALS (j

B jlos problemas con sus ojes lo han limitado en la realizacién de coalquiern de las
siguientes acividades durante lo Gtinva semanaf?

.
[’ d::_ ll-m:'ﬂ.fh hﬁ“ & wesiis Nmoa
b glea? L] 3 1 1 o R
& T ghq.':llhrnhf . 4 ] 1 1 o SR &
[ ng;i:ﬁ:;h g risde 1 A mps a 5 7 1 B /R
|£. et b i L] 3 1 1 ] R

=
SURA DE LA CALIFICACKDM PARS LAS PREGUMTAS DEL & AL9 D

€ jHa sentide molestio en sus ojos en cvalquisra de las sigeientes sitvodionss durante la

e semeania T

o T
[ dL‘_ ll-m:'ﬂ.fh hm“ A vimtos Num
111, Cismde hoxe wienin 4 3 7 R
11. g g v foce oy s [} ¥ 1 1 0 R
Ui.ghi‘unﬁm‘ﬁiﬁf [ ] ] 1

SUMA DE LA CALFICACION PARA LAS PREGUMTAS DEL 100AL 12

v ) sR
D= RESULTADO DE LA CAUFICACION DE A + B + € (3

E= CANTIDAD DE PREGUNTAS COMNTESTAD AS
Mo Induya las pregunias mancodas 540 |Sin Raspussha

57



RESULTADO DE LA EVALUACION OSDI®

El OS50 2= un Insrumania walide v confioble para madir lo saveridad da lo enfarmedad del ojo 2ec0 v al
adecto an lo funckdn refacianoda con ba visken. El OS0® s evoluoda en wna ezcala die 0 o 100, skendo kos
rezuliodas mas akvodos bas qua representen mayor Impedimanic.

En ol siguleria cvadr, whiqus bas rasulindos Dy E del cuastionario an &l sje qua cormesponda.

Localics & resultoda da su paciank v compars ko inknsidad del color raje con la quin inderior poro
delerminar o groda da resequadod dal ofo an normal, leve o medarado o seven.

12
11
i
= L]
:i’ 8
T
E §
: 5
£ 4
P2
& 1
1
] 1] 15 e 5 3] 35 L] 45 =
RESULTADO DE L& CALIFICAOION (D)
L E— |
HNommal Lewe Mod=rado Severg
*Las voloras para dakrminar ko sarkedod
da ln ank d dal 4o soc0 58 calodoron OSDis = Resdindo dao lo calficockén) x 25
utilizands lo Rrmeda 508 [Ma. da pregenin: conksidas]
Mombre dal pockeie: Facha:

sHoca cutnic que & poclania padeca ofo seco?
Comantarics dal chalmdloge

Cobqua asio eabadan on ol axpedianto dd poderte par sequimiani dol robmienb an b sguianio vl

mnom: XL o o ot & Nivoon, e, Rl o s ko sl prchecion i -kl
Loabor® icaca: ke WS S o S e P
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