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ABREVIACIONES

ABS: Absorbancia.

CBA: Estesiometro de contacto de Cochet-Bonnet.
END: Endotelio.

EOS: Enfermedad Ojo Seco.

EVA: Escala Visual Analdgica.

ELISA: “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”.

FDA: “Food and Drug Administration” Administracion de Medicacion y Alimentos

de Estados Unidos.

FD: Factor de Dilucion.

GABA: Acido Gamma-Aminobutirico.

hAP-N: ecto-aminopeptidasa humana.

hNEP: ecto-endopeptidasa humana neutral.
HRP avidin: “horseRadish Peroxidase avidina.
ICQO: Instituto Clinico-Quirurgico de Oftalmologia.
MMP-9: MetaloProteinasa de Matriz - 9.

MUC 1: Mucina 1.

MUC 4: Mucina 4.

MUC 5AC: Mucina 5AC.

MUC 16: Mucina 16.

NCCA: Estesiometro sin contacto de Belmonte.
NEP: Ecto-endoPeptidasa Neutral.

NGF: “Neural Growth Factor” , Factor de Crecimiento Nervioso.

NIH: “National Institute of Health” Instituo nacional de Saluda de Estados Unidos.

OPAS: “Ocular Pain Assessment Survey”.



OSDA: Ojo Seco por Deficiencia Acuosa.

OSE: Ojo Seco Evaporativo.

PAS: “Periodic Acid-Schiff” Acido Periodico de Schiff.

PL265: inhibidor dual de encefalinasa 265.

PROL 1: gen Precursor de la Opiorfina 1

SNC: Sistema Nervioso Central.

SN: Sistema Nervioso.

TFOS DEWS II: Tear Film and Ocular Society Dry Eye Workhop 2

TMB: TetraMetilBenzidina.
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RESUMEN

Una cantidad importante de las personas que acuden a consulta oftalmoldgica por dolor
de superficie ocular no presentan signos clinicos que justifiquen su sintomatologia.
Este tipo de paciente recibe un tratamiento inespecifico, resultando en una peor
respuesta terapéutica respecto a aquellos con manifestaciones clinicas especificas.
Para mejorar el diagndstico y tratamiento en este perfil de pacientes es necesario

ampliar los conocimientos neurofisiologicos.

Recientemente un grupo de investigacion turco ha comparado la concentracion de
opiorfina en lagrima en personas con cuerpos extrafios en cornea que producen dolor
frente a un grupo control. El grupo de pacientes presentd mayor concentracion de
opiorfina en lagrima. La opiorfina es un pentapéptido endégeno que se encuentra en
fluidos corporales como la lagrima. La opiorfina aumenta la vida media de las
encefalinas (opioide end6geno), y con ello su efecto analgésico, gracias a la inhibicion

que ejerce sobre las enzimas que se encargan de degradar a dicho opioide.

El equipo de investigacion que ha tutorizado este trabajo tiene aprobado por el comité
de ética del Hospital Universitario Cruces una linea de trabajo para considerar a la
opiorfina como un posible biomarcador en pacientes con dolor de superficie ocular sin
signos clinicos. Antes de comenzar dicha investigacién es necesario obtener una
técnica analitica capaz de cuantificar este péptido en lagrima. En este trabajo se
demuestra que mediante la técnica ELISA es posible cuantificar la opiorfina con un
volumen de 20 pl de lagrima.



1. INTRODUCCION

El dolor de superficie ocular es una causa comun por la que se acude a consulta
oftalmoldgica (1). En general, se detectan signos clinicos compatibles con la
sintomatologia. El problema surge cuando no se detecta signos clinicos mediante
tinciones o inspeccién de la superficie ocular. En este tipo de pacientes se suelen
aplicar terapias basadas en el control de origen neuropatico, aunque responden de
forma suboptima, ya que no se ha obtenido un diagndstico de certeza (2).

1.1. SUPERFICIE OCULAR

La superficie ocular comprende la parte del globo ocular que se encuentra en contacto
directo con el exterior. Estd considerada como una unidad anatomo-funcional

compuesta por: cornea, conjuntiva y pelicula lagrimal (3).
1.1.1 Parpado

Estan considerados como la primera barrera de proteccion del globo ocular frente a
sustancias externas. La estructura del parpado superior es similar a la del inferior,
exceptuando la ausencia del masculo elevador del parpado en este Gltimo. En los
margenes se disponen 3 o 4 filas de pelos que no presentan musculos erectores. Se

divide en las siguientes capas (4) (5):

- Piel: epitelio estratificado queratinizado que le otorga impermeabilidad. La dermis
es méas fina que en otras regiones del cuerpo, sin grasa y con mas fibras elasticas,

aumentando su plasticidad.
- Capa muscular:

- Musculo orbicular: encargado de la expresion facil al cerrar el espacio

interpalpebral. Al contraerse colabora en el drenaje de la lagrima.

- Musculo elevador del parpado: las fibras se encuentran dispuestas en
perpendicular por lo que provoca la apertura del ojo antagonizando al musculo

orbicular.



- Placas tarsales: compuesto por tejido conjuntivo fibroso denso que tiene como
funcion principal sostener el parpado gracias a las fibras de coldgeno dispuestas en

todas direcciones.
- Conjuntiva palpebral: se comenta en el siguiente apartado (1.1.2.)

Entre las diferentes capas palpebrales se distribuyen varios tipos de glandulas (Figura

1) que participan en la formacion y mantenimiento de la pelicula lagrimal:

- Glandulas de Meibomio: secretan lipidos que retrasan la evaporacion de la lagrima y

protegen a la cornea.
- Glandulas de Zeis: se asocian con las pestafias y provocan secrecion sebécea.

- Glandulas de Moll: glandulas sudoriparas apocrinas que se localizan en los bordes

palpebrales.
- Glandulas de Krause: glandulas lagrimales accesorias en fornix palpebral.

- Glandulas de Wolfring: glandulas lagrimales accesorias localizadas encima del tarso.
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Figura 1. Distribucién de glandulas palpebrales a lo largo de sus 4 capas (4).

1.1.2. Conjuntiva

Es una membrana mucosa transparente que reviste la parte interna de los parpados
(conjuntiva palpebral), férnix o fondo de saco de los ojos y la parte de la esclerdtica
expuesta al exterior (conjuntiva bulbar). Esta compuesta por un epitelio estratificado
cilindrico, contiene células caliciformes (Figura 2) que, mediante sus secreciones,
colaboran en la formacion de la pelicula lagrimal. Ademas, la primera capa epitelial
presenta microvellosidades para aumentar la superficie de absorcion y facilitar el
anclaje de la pelicula lagrimal. La mucina, secretada por células caliciformes también



es esencial para el mantenimiento de la humedad de la superficie ocular. La conjuntiva
realiza funcion protectora de diferentes formas: mediante la barrera fisica que supone;
proteccion inmunoldgica, gracias a los numerosos linfocitos acumulados en el estroma
conjuntival; y proteccidon antibacteriana, gracias a la secrecion de enzimas
bacterioliticas como la lisozima y la lactoferrina. La conjuntiva del fornix presenta

repliegues para permitir el desplazamiento de ojos y parpados (4) (6) (5).
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Figura 2. Seccidn histolégica tefiida con PAS de epitelio conjuntival con células caliciformes tefiidas de color

magenta. (7)

1.1.3. Cérnea

La cornea es una estructura con forma de lente convexa que ocupa la porcién anterior
del globo ocular, junto con la esclerdtica forma la tunica externa del ojo. Pese a que
estd compuesta por un tejido de gran celularidad, es transparente y avascular. La zona
central posee un grosor de (0.5 mm) y mayor curvatura que la periferia (0.7 mm). En

su cara anterior se encuentra la pelicula lagrimal, mientras que en la cara posterior



contacta con el humor acuoso. La periferia de la cornea se denomina el limbo, es una
region ampliamente vascularizada que contiene células madre pluripotenciales del
epitelio corneal encargadas del recambio celular corneal. Dicha regién marca la
transicion de la cdrnea con la esclerotica y la conjuntiva. La cornea es la parte del ojo
con mayor poder refractivo, entre 40-44 dioptrias. Esto se debe, principalmente, a la
transicion aire-cornea (pelicula lagrimal) con diferentes indices de refraccion. Desde
un punto de vista histolégico la cornea se divide en las siguientes 6 capas ordenadas

de exterior a interior del globo ocular (Figura 3) (4) (6):

- Epitelio: escamoso estratificado no queratinizado, ordenado de forma homogénea.
En la zona central hay entre 5-7 capas celulares, mientras que en la periferia habra
entre 8-10 capas. Las células epiteliales poseen uniones intercelulares potentes y sus
membranas se interdigitan entre si. Las células basales se mantienen unidas a la
membrana basal gracias a desmosomas, interdigitaciones de las membranas celulares
y uniones estrechas (tight junctions) formando una barrera estanca frente al paso de
moléculas y microorganismos. Las células superficiales son hidrofobas, para poder
unirse a la lagrima presentan microvellosidades que se unen al glicocalix de la capa

muco-acuosa de la lagrima.

- Membrana de Bowman: lamina fibrilar dura, resistente y fina. Estd compuesta por
fibras de colageno tipo I sintetizadas por las células del epitelio corneal y del estroma

subyacente.

- Estroma: supone el 90 % del grosor de la cornea. Esta formado por fibras de colageno
tipo 1y V, forman una estructura ordenada compuesta por laminas, si la disposicién
no es la correcta se pierde transparencia. Los fibroblastos son el componente celular,
sintetizan las fibras de colageno y proteoglicanos, estos Gltimos son los responsables
en regular la hidratacion corneal, aspecto esencial para que se mantenga la

transparencia.

- Capa de Dua: dura y delgada (15um) compuesta de tejido colageno sintetizado
también por los fibroblastos del estroma. Util como plano de escision en la cirugia

corneal.

- Membrana de Descemet: membrana basal gruesa que aumenta su tamario con la edad.

Esta compuesta por colageno tipo VI sintetizado por las células del endotelio corneal.



- Endotelio corneal: monocapa de células cuboides que forman un patrén hexagonal.
Su principal funcion es permitir el paso de sustancias desde el humor acuoso al estroma
y deshidratar la cornea para mantener la transparencia. Estas células no se renuevan,
por eso, con los afios no se consigue eliminar el exceso de liquido del estroma

provocando un empeoramiento de la calidad refractiva de la cornea.

S0

END

Figura 3. Seccion histoldgica de cornea tefiida con hematoxilina-eosina vista con microscopio ptico. E: epitelio
corneal. B: capa de Bowman. Es: estroma. D: membrana Descemet. END: endotelio corneal. La capa de Dua es

tan fina que es indistinguible al microscopio optico. (8)

1.1.3.1. Inervacién corneal

La cornea es el 6rgano con mayor nimero de terminaciones nerviosas sensitivas (7000
por milimetro cuadrado), la concentracion es 20-40 veces mayor que en la pulpa dental
y entre 300-600 veces mayor que en la piel. Esta inervada por los nervios ciliares
largos, que forman parte de la rama oftalmica (V1) del nervio trigémino (V par

craneal). Las ramas sensitivas de estos nervios entran por la zona posterior del globo



ocular, recorren el espacio supracoroideo hasta llegar, de forma radial, al limbo. Al
pasar al estroma anterior, los nervios pierden gran parte de la vaina de mielina si son
fibras A-Delta o la totalidad de la vaina de mielina si son fibras C. De esta forma, se
mantiene la transparencia corneal. A continuacion, las fibras se internan en el tercio
interior del estroma para luego avanzar ramificandose de forma oblicua hacia el centro
y hacia la membrana de Bowman. Las fibras nerviosas llegan hasta la membrana de
Bowman en toda la cornea por igual, la atraviesan perpendicularmente y, mas adelante,
justo antes de llegar a la capa basal del epitelio corneal, se disponen en paralelo a la
superficie corneal formando el plexo sub-basal que recorre toda la cornea entre la
membrana de Bowman y la capa basal del epitelio. El plexo sub-basal manda fibras

perpendiculares para inervar el epitelio corneal (Figura 4) (8) (9).

subbasal nerve plexus

A delta fibers
C fibers

anterior stromal and subepithelial plexus

Figura 4. Distribucion fibras sensitivas de la cérnea. (10)



En el plexo sub-basal el 80% de las fibras son del tipo C, mientras que el 20% restante
son fibras A-delta. Estas fibras nerviosas se activan segun el estimulo recibido gracias

a los siguientes tipos de receptores:

- Mecano-nociceptores, el 15% de las fibras responden a estimulos mecénicos,
la mayoria son fibras A-delta. Tienen una gran capacidad de adaptacion. Ademas, los
umbrales de activacidon son mas bajos que los mecanoceptores de la piel. Su activacion

produce sensacion de dolor punzante.

- Nociceptores polimodales, el 70% de las fibras responde a estimulos
dolorosos, la mayoria son de tipo C. Se activan ante numerosos tipos de estimulos
dafinos: quimicos, térmicos, sustancias enddgenas y exogenas que producen

inflamacion. Dicha despolarizacion evoca sensacion de quemazon y dolor punzante.

- Receptores sensitivos de frio, el 10%, se encuentran tanto en fibras C como
fibras A-delta. Tienen un umbral alto de activacion, cuando el estimulo consigue

superarlo se produce sensacion de sequedad (11).

Durante el envejecimiento hay una pérdida de funcion de fibras A-delta y C. Sin
embargo, los estudios actuales son contradictorios y no arrojan resultados claros sobre
si también existe una pérdida de densidad nerviosa (9).

1.1.4. Pelicula lagrimal

Estimulos en la cérnea, como el frio y el aire, provocan que el aparato lagrimal
(glandulas lagrimales y accesorias) secrete lagrima sobre el epitelio de la cornea y de
la conjuntiva. La lagrima tiene multitud de funciones: aporta oxigeno y nutrientes a la
cérnea, humidifica, lubrica mejora la dptica de la cornea, elimina residuos y actla
como sistema defensivo ante microorganismos. La lagrima forma una pelicula no
homogénea que clasicamente se dividia en tres capas (5): lipidica, acuosa y mucosa.
Recientemente Shoji et al (12) han propuesto la existencia de dos capas: una lipidica

superficial y una acuosa glicoproteica que aumenta su viscosidad hasta ser considerada



un so6lido sumamente hidratado en la porcién proxima al epitelio corneal y conjuntival
(Figura 5).

Las capas de la pelicula lagrimal son las siguientes (13) (14):
1.1.4.1 Fase lipidica

Las glandulas de Meibomio aportan la mayoria de los lipidos que la componen. Se
subdividide en dos capas con diferentes funciones:

- subcapa superficial: formada por lipidos no polares en contacto con el aire. Son

lipidos hidréfobos que evitan la evaporacion de la lagrima.

- subcapa profunda: més fina, compuesta por lipidos polares (hidrofilicos) que acttan
como tensioactivos evitando que la lagrima se derrame. Compuesta por

fosfatidilcolinas, esfingomielina, ceramida, cerobrésidos y acidos grasos, entre otros.
1.1.4.2 Fase muco-acuosa

Es una capa seromucosa constituida por las secreciones de la glandula lagrimal
principal y accesorias de Krause y Wolfring. Compone el 98% del total de la lagrima
y contiene mas de 3000 proteinas distintas con multitud de funciones diferentes.
Ademas, en esta capa se encuentran las mucinas, proteinas glicosiladas, que tienen
como funcién adherirse al epitelio corneal que es hidrofobo. Por ello, la mayor
concentracion de estas se da en la parte basal de la lagrima mientras que es menor
cerca de la fase lipidica. Las funciones mas relevantes de la capa mucosa son las

siguientes:

- Funcion optica: el epitelio corneal es hidrofobo, pero presenta microvellosidades para
que el glicocélix de la fase muco-acuosa se una bien y se consiga una buena capacidad

refractaria. Si esto fallase apareceria astigmatismo irregular.

- Funcién metabdlica: capta oxigeno del exterior y aporta glucosa para las necesidades
metabolicas de la cornea. Elimina el anhidrico carbdnico y otros restos metabdlicos

corneales.

- Funcion limpiadora: ayudada por el parpadeo, elimina restos celulares y cuerpos

extrafos.
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- Funcién antimicrobiana: directamente mediante la secrecion de péptidos
antimicrobianos (transferrina, lactoferrina, lisozima y factores del complemento) e
inmunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM y IgE). Indirectamente mediante el pH (7.45), que

evita el crecimiento de ciertos microorganismos.

- Funcion inmunoldgica: defensa mediada por leucocitos ante factores externos que

producen dafio tisular.

Superficie ~2 cm?

Capa lipidica

Capa de lipidos apolares en el exterior
Capa de lipidos polares en el interior
Proteinas intercaladas

15-160 nm

:%
oo
Y
PR e

Fase Acuosa

Proteinas, sales, mucinas solubles
(MUCSAC)

Glicocaliz
Glicoproteinas ymucinas
transmembrana

MUC1, MUC4, MUC14

Superficie ocular

Figura 5. Capas y contenido de la pelicula lagrimal (no se encuentra a escala) (15)

1.2. DOLOR

El dolor, segun la International Association for the Study of Pain, se define como una
“experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada con una lesion tisular real o

potencial, o descrito en términos de dicha lesion”. Se puede clasificar segun (16) (17):
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- Duracién, agudo o crénico, no hay un punto de corte especifico, sino que se

tiene en cuenta el tiempo normal que se necesite para la curacion de la lesion que

produce dicho dolor, suele ser entre 3-6 meses.
- Patogenia

- Neuropatico, debido a lesion directa del Sistema Nervioso Central
(SNC) o vias periféricas.
- Nociceptivo, es el mas comun. Se basa en la despolarizacion de los

receptores del dolor, nociceptores. Se subdivide en:

e Somadtico: dolor localizable y punzante. Se suele dar en

huesos, piel, musculo y vasos.

e Visceral: dolor mal localizado que se acompafia de
sindromes neurovegetativos. Se suele dar en el resto de

drganos.

- Nocipléstico, anteriormente conocido como psicogeno. No se debe a
trastornos fisioldgicos ni fisicos ya que no hay lesion tisular clara ni lesion del sistema

somatosensitivo. Se debe a una nocicepcion alterada de origen psiquico.

- Curso, continuo o irruptivo.

- Farmacologia, se valora si responde de forma total, parcial o nula a los

opiaceos.
- Intensidad:
- Leve, puede realizar actividades normales.
- Moderada, interfiere con actividades menores, requiere opiaceos.
- Grave, interfiere con el descanso y precisa opiaceos mayores.

El dolor corneal se desencadena con la activacion de los nociceptores, principalmente
ante un estimulo mecanico, aunque también puede ser quimico o térmico. A
continuacion, los nociceptores traducen el estimulo externo en impulso eléctrico a
través de neuronas de primer orden del nervio trigémino hasta que sinaptan con

neuronas de segundo orden localizadas en el nucleo subcaudal del trigémino. Estas
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ultimas se decusan y sinaptan con células de tercer orden del nlcleo paraventricular,
talamo posterior y corteza insular. Las neuronas de tercer orden se encargan de que el
cuerpo interprete la sensacion de dolor al mandar impulsos a la region paralimbica y
al cortex somatosensorial correspondiente con la cérnea (Figura 6) (2). Al mismo
tiempo, las neuronas de segundo orden estimulan el nucleo salival superior y el nicleo
motor facial para conseguir lagrimeo y parpadeo a modo defensivo (18). La percepcion
del dolor esté sujeta a la modulacion a través de la actividad inhibidora intrinseca que
el SN periférico y central pueden ejercer en la transmision dolorosa antes de percibirla
como dolorosa, en algunos casos en vez de ser inhibida puede amplificarse. Por tanto,
la nocicepcion es la activacion de los nociceptores. Si el SN no es capaz de inhibir la

nocicepcion se producira el dolor patolégico (16).

A) Physiologic Corneal Pain

Terminal

nerve To Paralimbic region and
damage Somatosensory conex
on cormeal !

surface THIRD
S ORDER

Peraquaductal NEURON
gray (PAG)

Figura 6: A) via del dolor corneal. B) Sitios potenciales de aparicion o amplificacion del dolor nociceptivo corneal
tras LASIK. (2)
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En la cornea se encuentran todos los elementos del sistema opioide enddgeno,
receptores y encefalinas (19). Las encefalinas son neuropéptidos opioideos naturales
de suma importancia en la transmision nociceptiva y en la modulacién del dolor. El
funcionamiento de las encefalinas no se conoce al completo, pero se encargan de unirse
a receptores de opioides (mu y delta), que activan el sistema de analgesia mandando
sefiales nerviosas a las regiones grises periacueductal y periventricular (20). El efecto
analgesico es efimero ya que las encefalinas son rapidamente inactivadas por las
enzimas Zinc-ectopeptidasa, ecto-endopeptidasa humana neutral (hnNEP) y la ecto-
aminopeptidasa humana (hAP-N) (21). Ante una reaccion inflamatoria tanto las fibras
nerviosas corneales como las células inmunitarias responden secretando las

encefalinas enddgenas Met- y Leu-.
Multitud de etiologias pueden causar dolor ocular. Entre ellas se encuentran (18):

- Lesiones agudas locales fisicas, térmicas o quimicas que producen la estimulacion
de los receptores nociceptivos. Ademas, este tipo de agresiones ocasionan la liberacion
de moléculas inflamatorias (ATP, leucotrienos, encefalinas, prostaglandinas,

citoquinas...) que disminuyen el umbral del dolor.

- Dolor neuropaético, se produce por lesiones directas en el SN por traumatismos de

estructuras nerviosas, enfermedades metabdlicas, toxicos o infecciones viricas.
1.2.1. Enfermedad 0jo seco

El comité TFOS DEWS Il define la enfermedad de ojo seco (EOS) como “una
enfermedad multifactorial de la superficie ocular, que se caracteriza por una pérdida
de la homeostasis de la pelicula lagrimal acompafiada de sintomas oculares, en la que
la inestabilidad e hiperosmolaridad de la superficie ocular, la inflamacién y dafio de la
superficie ocular, y las anomalias neurosensoriales desempefian papeles etiologicos.”
(22)

Segun su etiologia la EOS se clasifica en dos grupos no excluyentes: 0jo seco por
deficiencia acuosa (OSDA) y ojo seco evaporativo (OSE), siendo este ultimo el mas
frecuente. EI OSDA se suele deber a afectacion de la glandula lacrimal, mientras que

el OSE se debe a anomalias del parpado (disfuncion de glandula de Meibomio o
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parpadeo). En ambas etiologias se produce una pérdida de la homeostasis de la pelicula
lagrimal y la superficie ocular (22).

Los pacientes sospechosos de EOS son clasificados segun si presentan sintomas y/o
signos oculares para orientar el posible diagnostico (22). Las molestias oculares y
alteracion visual son los dos sintomas principales, aunque también se consideran otros

COMO sensacion arenosa y picor.
1.2.1.1. Asintomatico

- Sin signos: normal, no se precisa tratamiento
- Signos oculares de enfermedad:

- Predisposicién a ojo seco: cambios en la superficie ocular que pueden

alertar de un comienzo de EOS. La disfuncion de glandulas de
Meibomio es la causa mas frecuente de EOS, pero suele ser

asintomatica. Se recomienda educacion junto con manejo preventivo.

- Condiciones neurotréficas (sensaciéon disfuncional): la pérdida de

sensibilidad corneal puede enmascarar los sintomas o ser la
consecuencia de una EOS de larga evolucion. Esta situacion requiere

tratamiento de las lesiones (22) (23).
1.2.1.2. Sintomético

- Sin signos

- Dolor neuropatico: no se observan anomalias en la superficie ocular,

pero hay dolor. Se cree que se debe a lesion o enfermedad del sistema

somatosensorial.

- Estado preclinico: sintomas coherentes con EOS pero sin signos

clinicos, normalmente los sintomas suelen ser intermitentes. Se

recomienda observacion junto con educacién y terapias preventivas.

- Signos oculares de enfermedad: en este caso se realiza un diagndstico

diferencial con otras patologias de la superficie ocular como lagoftalmos.
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- Si se diagnostica EOS el tratamiento se dirige a restaurar la homeostasis

lagrimal.

La hiperosmolaridad inducida por la evaporacion de la lagrima es la clave de la
fisiopatologia del EOS, produce dafio directo e inflamacidon de la superficie ocular (ojo
y anejos, incluida la cornea, la conjuntiva, los parpados, las pestafas, la pelicula
lagrimal, las glandulas lagrimales principal y accesorias, y las glandulas de

Meibomio).

Tsubota el al opinan que el control de la inflamacion inicial es esencial para evitar que
se desarrolle dolor neuropético (24). El dolor corneal neuropético produce
manifestaciones clinicas diferentes como hiperalgesia (aumento de la sensibilidad al
dolor, fotoalodinia (sensibilidad dolorosa a la luz) u otras sensaciones desagradables
como sequedad, ardor y sensacion de cuerpo extrafio. La evolucion de estos sintomas
puede variar, amplificarse la intensidad o persistir en el tiempo. El tejido nervioso
responde alterando la sensibilizacion tanto central como periférica. Dicho cambio
produce un aumento de la actividad eléctrica neuronal, desregulacion excitatoria y
activacion de células gliales. La neuroplasticidad convierte el dolor de origen
periférico en central. Ademas, las vias descendentes se desinhiben, resultando en la
pérdida de mecanismos que reducen el dolor (25). Pacientes en esta situacién no suelen
responder bien a los tratamientos para EOS como: el uso gotas derivadas de sangre o
suero, el control de la inflamacion con corticoides o ciclosporina A, la utilizacion de
GABA miméticos para controlar el dolor a nivel central, gotas con acido hialurénico
para proteger el epitelio, gotas con factor de crecimiento neural (NGF) o gotas con
derivados de omega-3 (26). El uso de anestésicos tépicos tampoco sirve para el control
ya que dafian tanto el metabolismo como la estructura de las células corneales (27)
(28).

1.2.2. Queratitis neurotroéfica

La queratitis neurotrofica es una enfermedad corneal degenerativa causada por el
deterioro de la inervacidn sensorial corneal. La pérdida de sensibilidad provoca dafio
a nivel del epitelio corneal junto con una cicatrizaciéon subéptima. El dafio epitelial se
ve acrecentado por la reduccion del reflejo de lagrimeo y pestafieo. Finalmente se
desarrollan Glceras que pueden llegar a la perforacion corneal (29).
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La enfermedad se origina al producirse lesion de los nervios corneales sensitivos y/o
sus vias hasta el nucleo del trigémino. Las causas mas comunes suelen ser la queratitis
herpética, quemaduras por productos quimicos y uso cronico de lentillas. También se
puede dar por lesiones del nervio trigémino por fracturas 6seas o por enfermedades

sistémicas como la diabetes.

En las fases iniciales de la enfermedad pueden presentar sintomas sensitivos como
dolor, pero con el avance de la enfermedad el paciente pierde la sensibilidad. La
agudeza visual también se pierde progresivamente debido a los defectos corneales, los

intentos de cicatrizacion epitelial y la pérdida de lagrimeo (29).

1.3. TECNICAS DE MEDIDA DE LA SENSIBILIDAD CORNEAL
(ESTESIOMETRIA CORNEAL)

La valoracién del dolor y molestias de la superficie ocular se puede realizar mediante
cuestionarios como el “Ocular Pain Assessment Survey” (OPAS) que, ademas, evalla
la calidad de vida del paciente (18). El problema de los cuestionarios se debe a que

resultan un tanto subjetivos.

La sensibilidad del nervio corneal se puede evaluar objetivamente de forma directa,
mediante estesiometro, o con pruebas indirectas que se basan en tintes fluorescentes y

lagrimeo.

El estesibmetro de contacto de Cochet-Bonnet (CBA) produce un estimulo que activa
los mecano-nociceptores, valorando la funcion de fibras A-delta, pero no fibras C. El
estesiometro corneal sin contacto de Belmonte (NCCA) estimula los nervios de
manera no invasiva mediante un flujo de aire con variaciones en la fuerza, composicion
y temperatura permitiendo realizar pruebas multimodales més complejas (30). El
NCCA es mas preciso y sensible que el CBA ya que es capaz de valorar la funcion

fibras A-delta y fibras C al estimular receptores nociceptores polimodales y térmicos

(9) (30).

Las tinciones (fluoresceina, verde de lisamina...) se utilizan para detectar epitelios

corneales dafados. (9) (30).
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1.4. BIOMARCADORES

El Instituto Nacional de Salud Estados Unidos (NIH) define biomarcador de la
siguiente forma “caracteristica que se mide como un indicador de procesos bioldgicos
normales, procesos patogénicos o respuestas a una exposicion o intervencion, incluidas
las intervenciones terapéuticas” (31). Es un concepto que se basa en la utilizacién de
moléculas o pardmetros que sean medibles y objetivos. Se suelen utilizar para el
diagnostico, prognosis, evolucién de un tratamiento o seguimiento de una patologia
(32).

El desarrollo de nuevas técnicas de gendémica y protedbmica mas sensibles han
favorecido la aparicion de gran cantidad de nuevos biomarcadores (33). En los ultimos
afios se han descrito multiples biomarcadores de superficie ocular, pero bastantes no
son lo suficientemente especificos como para discriminar entre diferentes afecciones
oculares. Es importante caracterizar biomarcadores con buena especificidad para que
los pacientes reciban un diagndstico y tratamiento mas especifico. Por todo ello, se
debe realizar una validacién analitica y clinica de cada biomarcador que se proponga
(31) (34).

Asi pues, el desarrollo de biomarcadores favorece el avance de la investigacion clinica
y la atencion del paciente. El problema radica en que los biomarcadores estudiados no
son marcadores de dafio ocular puro, sino biomarcadores tanto relacionados con la
inflamacion como con el dafio ocular, ya que, en general, no suelen estar presentes el

uno sin el otro.

El Neural Growth Factor (NGF) esta considerado como un mediador enddgeno en la
regeneracion neuronal, hiperalgesia y la respuesta al dolor (35). EI NGF es un
biomarcador que se encuentra elevado en lagrima en pacientes con lesiones oculares,
signos de inflamacién o dolor ocular crénico asociado a EOS o cirugia refractaria
corneal (36). Lagrimas artificiales enriquecidas con NGF se han utilizado para mejorar
la integridad y sensibilidad corneal en EOS (37). Experimentalmente se han utilizado
anticuerpos monoclonales anti-NGF consiguiendo respuesta analgésica en patologias

tan diferentes como la osteoartritis o la cistitis intersticial (38).

Los biomarcadores mas estudiados en lagrima son aquellos relacionados con la EOS,

ya que es la enfermedad que produce dafio de superficie ocular mas documentada. El
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origen multifactorial de la EOS favorece la probabilidad de que existan diferentes
biomarcadores por descubrir. La deteccion de estas moléculas puede que ayude en la
categorizacion y aparicion de tratamientos especificos de dicha enfermedad (30).
Segun el estudio publicado por Blanco-Vazquez et al (36) la 11-9 es el uUnico
biomarcador elevado en lagrima por dolor ocular crénico sin signos de inflamacién,
mientras que otros muchos biomarcadores como 1lI-8, 11-2 o0 TNF-gamma, los cuales

se comentan a continuacion, asocian dolor con inflamacién ocular.

Roy et al (39) consideran biomarcadores de inflamacién en EOS a componentes del
metabolismo de lipidos. Uno de ellos es la fosfolipasa A (40), una enzima que cataliza
la hidrolisis de glicerofosfolipidos produciendo otros biomarcadores como el &cido
araquiddnico, precursor de la prostaglandina E2 (41). Estas dos Gltimas moléculas

también pueden considerarse biomarcadores validos de inflamacién ocular (39).

Los peptidos S100A8/calgranulina A y S100A9/calgranulina B aumentados en
lagrimas se relacionan con la gravedad de EOS por enfermedad de glandulas de
Meibomio (42). Previamente se ha comentado que en la EOS hay una reaccion
inflamatoria, por ello las citocinas, los factores de crecimiento y sus receptores son
posibles biomarcadores, aungque no muy especificos ya que se elevan ante una amplia
variedad de patologias oculares. Las siguientes moléculas (IL-6, TNF-alfa, IL-8 e IL-
17) han mostrado constantemente estar elevadas en pacientes con EOS (39) (43) (44).
La metaloproteinasa de matriz — 9 (MMP-9) es un biomarcador, aprobado por la FDA

(45), que se encuentra elevado en lagrima de pacientes con EOS (46).
1.5. OPIORFINA

En 2006 Wisner et al (47) detectaron un pentapéptido enddgeno capaz de inhibir el
catabolismo de las encefalinas en mamiferos, lo nombraron opiorfina. La
caracterizacion de la opiorfina se debe al previo descubrimiento de la sialorfina en
ratas, un péptido con capacidad antinoceptiva gracias a la inhibicion competitiva de la
ecto-endopeptidasa neutral (NEP) (48). La opiorfina es capaz de aumentar la vida
media de las encefalinas y, con ello, la analgesia de este analogo opioideo al inhibir a
las tres enzimas (Zinc-ectopeptidasa, hNEP y hAP-N) responsables de su degradacion
(48). EI efecto analgésico se inhibe ante la presencia de un antagonista de los

receptores opioides, esto indica que su accion antinociceptiva se consigue a través de
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vias opioidérgicas endogenas dependientes de receptores de opioides tipo u (49). En
condiciones de laboratorio, utilizando ratones, se concluyé que dosis sistémicas de 1-
2 mg/kg de opiorfina conseguian una potencia analgesica sin producir los efectos
indeseables de la morfina, opioide exdgeno agonista de receptores p. La opiorfina
administrada de forma cronica no produce tolerancia, tiene un menor potencial de
abuso que la morfina y no produce estrefiimiento (49). Tian et al (50) observaron en
ratones con dolor agudo que, el efecto analgésico con una dosis de 5 pg/kg i.c.v era

tan potente como una dosis de 10 pg/kg i.c.v de morfina.

El gen PROL-1 codifica al precursor de la opiorfina, se encuentra principalmente en
las glandulas lacrimales y salivales, por eso las mayores concentraciones de opiorfina
se han detectado en los fluidos secretados por dichas glandulas, aunque también ha
sido cuantificada en otros liquidos corporales como la orina, leche materna y liquido
seminal (21) (48) (49).

En 2019 Ozdogan et al (51) estudiaron la concentracion de opiorfina en saliva en
pacientes con pulpitis irreversible sintomatica y periodontitis apical sintomatica. Los
niveles de opiorfina en saliva se correlacionaban con el dolor referido y, ademas,
mostraron un descenso en los 6 y 30 dias posteriores al tratamiento. Previamente solo
se habian estudiado los niveles de opiorfina en saliva en pacientes con sindrome de
boca ardiente. Los resultados eran dispares, Salaric et al (52) concluyeron que el grupo
de casos tenia niveles de opiorfina significativamente mas altos respecto a un grupo
control, mientras que, Boucher et al (53), no observaron diferencias entre pacientes y
grupo control. En 2018, Parida et al (54) , detectaron un descenso significativo de los
niveles de opiorfina en saliva tras la administracion de anestesia local para la

extraccion de piezas dentales.

En oftalmologia apenas existen estudios sobre la opiorfina. Ozdogan et al (55)
midieron la concentracion de opiorfina en lagrima en un grupo control frente a
personas con cuerpos extrafos en la cornea que les producian dolor, categorizado del
1 al 10 segun la escala visual analégica (EVA). El grupo de pacientes obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) de mayor concentracién de
opiorfina frente al grupo control. Sin embargo, no se concluyo correlacion entre los

niveles de concentracion de opiorfina y el grado del dolor medido por EVA.
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1.6. TECNICAS ANALITICAS: ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY (ELISA)

La técnica ELISA se basa en el reconocimiento de proteinas, anticuerpos, antigenos y
glucoproteinas mediante anticuerpos monoclonales marcados con enzimas que
convierten un sustrato croméfobo que posteriormente podran ser cuantificadas por la
absorbancia a una determinada longitud de onda. Dicha técnica fue desarrollada en
1971 por Peter Perlmann y Eva Engvall (56) basandose en la técnica Radio
Immunoassay (RIA) disefiada en 1960 por Berlow y Yalow, merecedora del Premio
Nobel de Medicina de 1977. Esta Ultima técnica tenia un grave problema, en vez de
usar enzimas y particulas cromdéfobas se usaban radiois6topos, nocivos para el cuerpo

humano a diferencia de la técnica ELISA, que es completamente inocua (57).

Existen varios tipos de ELISA: directo, indirecto, competitivo y “sandwich”. En el
caso del ELISA tipo sandwich, la técnica se basa en un anticuerpo de reconocimiento,
que suelen ser anticuerpos monoclonales especificos contra el antigeno que se quiere
analizar. Los anticuerpos monoclonales se anclan en el fondo de los pocillos de una
placa que suele contener 96 pocillos. A continuacién, se incorpora la muestra que
contiene la proteina (antigeno) a medir, que se unira mediante enlaces débiles no
covalentes al anticuerpo de reconocimiento. Se van afiadiendo diferentes tampones
segun el protocolo de la ELISA hasta afiadir el anticuerpo de deteccion con epitopo
diferente al anterior que, como peculiaridad, esta unido a un enzima que vira de color.
Finalmente, se afiade un sustrato que cambia de color al entrar en contacto con la
enzima y permite que mediante un espectrofotometro se pueda conocer la absorbancia
a una determinada longitud de onda. La absorbancia es transformada en concentracion

a partir de una recta patron conocida (58).

2. HIPOTESIS

Niveles optimos de opiorfina en lagrima son necesarios para mantener activo el
funcionamiento de las encefalinas y controlar la modulacién del dolor ocular.
Pacientes con dolor producido por cuerpos extrafios en la cornea, presentan niveles

mas altos de opiorfina en lagrima frente a un grupo control de sujetos sanos (55) .
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Posibles variaciones en su concentracion en lagrima pueden relacionarse con sintomas
oculares dolorosos. Si esto se confirma, la opiorfina se podria emplear como
biomarcador que ayude al diagnostico etioldgico de ese grupo de enfermedades

oculares.

3. OBJETIVOS:

- Poner a punto la técnica de ELISA para cuantificar Opiorfina en lagrima y abrir una

via de investigacion.

- Medir concentracion de Opiorfina en lagrima de sujetos sin sintomas ni signos de
alteracion de la superficie ocular (grupo control para la linea de investigacién en

Curso).
4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Muestras de lagrima

Esta investigacion fue llevada a cabo por personal médico cualificado siguiendo
estrictamente los principios de la Declaracion de Helsinki sobre la Investigacion
Biomédica con seres humanos. EI comité de ética de la investigacion del Hospital
Universitario Cruces aprobo la realizacion de la investigacion el 14 de diciembre de
2021 (cbdigo CEI E21/55). Antes de la toma de muestras, se obtuvo el consentimiento
informado firmado de todos los sujetos voluntarios sanos después de haberles
explicado la naturaleza y las posibles consecuencias del estudio. Los pacientes fueron

reclutados en base a los criterios de inclusion y exclusion acordados.

Las muestras de lagrima fueron tomadas a sujetos voluntarios sanos, sin signos ni
sintomas de alteracion de la superficie ocular, mayores de 18 afios en la unidad de

cornea del Instituto Clinico-Quirargico de Oftalmologia (1CQO), Bilbao.

Los individuos con antecedentes de cualquier trastorno/condicion sistemica u ocular
fueron excluidos del estudio. Los criterios de exclusion consistian en una intervencion
quirdrgica ocular en los tres meses anteriores, medicacion ocular crénica (por ejemplo,
para el glaucoma), antecedentes de alergias, uso de cualquier medicamento topico, que

no sean lagrimas artificiales, 0 medicamentos orales que contengan corticoesteroides,
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atopia y pacientes con sindrome de Sjogren. También se excluyeron los usuarios de
lentes de contacto para evitar cualquier posible interferencia en la interpretacion de

resultados y con molestias oculares con o sin signos clinicos.

Todas las muestras de lagrimas se recogieron utilizando microcapilares de vidrio
calibrados de 10 microlitros (BLAUBRAND intraMark, Wertheim, Alemania). Las
muestras de lagrima se obtuvieron del menisco lagrimal temporal inferior (Figura 7),
minimizando la irritacion de la superficie ocular o del margen del parpado, y sin
instalacion de anestesia. Las muestras de lagrima se recogieron de ambos ojos de cada
participante y se colocaron inmediatamente en tubos Eppendorf. Tras la recogida de

lagrima, las muestras se almacenaron a - 80° C hasta su analisis.

Figura 7. Obtencion de lagrima

4.2 Técnica ELISA

El presente trabajo se centrd en la puesta a punto de la técnica ELISA tipo “sandwich”
para la cuantificacion de la opiorfina en lagrima, para ello se utiliz6 el kit de CUSABIO
“Human Opiorphin ELISA Kit” que tiene un rango de deteccion entre 0.625 ng/ml -
40 ng/ml. Se siguio el protocolo propuesto en el kit que se desarrollo de la siguiente
manera:

En el fondo de los pocillos vienen fijados anticuerpos especificos contra la opiorfina.
Las muestras y los estandares se pipetean dentro de los pocillos, cualquier opiorfina

presente se fijara a los anticuerpos de captura. Después se retira el liquido sobrante,
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sin lavar, y se afiade en los pocillos un anticuerpo conjugado con biotina especifico
(anticuerpo de deteccion) para opiorfina. Se vuelve a lavar y se afiade la enzima,
peroxidasa de rabano picante, en inglés Horseradish Peroxidase (HRP) conjugada con
avidina. Se repite el lavado para eliminar la enzima no unida al anticuerpo. A
continuacion, se afiade el sustrato, tetrameltilbenzidina (TMB) que provocard un
cambio de color directamente relacionado con la cantidad de opiorfina. Finalmente se

mide la intensidad del color con un espectrofotometro a 450 nm.
4.2.1. Preparacion de los reactivos
4.2.1.1. Anticuerpo Biotin

Se diluy6 100 veces el anticuerpo Biotin. En este caso se mezclaron 80 pl de anticuerpo
Biotin + 7920 pl diluyente de anticuerpo de Biotin.

4.2.1.2. HRP-avidina

El HRP-avidina también se diluy6 100 veces y se utilizaron las mismas cantidades, 80
pl de HRP-avidina + 7920 pl diluyente de HRP-avidina.

4.2.1.3. Tampon de lavado

En la preparacion del tampén de lavado se diluyeron 20 ml de tampén de lavado

concentrado (25 x) en agua destilada para preparar 500 ml de tampdn de lavado (1 x).
4.2.1.4 Estandar

El estandar consiste en opiorfina liofilizada. Para la preparacion del estandar se
centrifug6 a 6000 rpm durante 30 segundos y se reconstituy6 con 1 ml de diluyente de
muestras. Esta reconstitucion consiguio una solucion stock de 40 ng / ml. Se mezclé
el estandar para asegurar una reconstitucion completa y se esperd, 15 minutos, a que

se asentase mientras se agitaba suavemente.

Se pipetearon 250 pl de diluyente de muestra en tubos numerados de (S0-S6). Se usé

el estandar para producir una serie de dilucién doble. El estandar sin diluir sirve como
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estandar alto (40 ng / ml) (s7). El diluyente de muestra sirve como blanco o estandar
cero (0 ng / mi) (SO0).

Tabla 1. Tubos con diferente concentracion de opiorfina que serviran para realizar la recta patron.

Tubo

S7

S6

S5 S4

S3 S2

S1 SO

Concentracién
(ng/ml)

40

20

10 5

2.5 1.25

0.625 |0

4.2.2 Preparacion muestras

Se prepararon 3 pooles de lagrima de muestras de diferentes individuos: Pool 1 con 10

ul, Pool 2 con 15 pl y Pool 3 20 ul. Cada pool se diluy6 con buffer para obtener un

volumen de total de 100 ul. Al pool 1 se le afiadié 90 pl; al pool 2; 85 ul; y al pool 3,

80 pl.

Tabla 2. Composicidn de las muestras de cada pool con su respectivo factor de dilucion.

Volumen Volumen Buffer | Volumen total | Dilucion
lagrima (Factor
dilucién)
Pool 1 10 pl 90 pl 100 pl 1:10(x10)
Pool 2 15 pl 85 ul 100 pl 1:6.6(x6.6)
Pool 3 20 pl 80 pl 100 pl 1:5(x5)
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4.2.3. Procedimiento

a) En 8 pocillos diferentes se agregaron 100 pl de estandar a diferentes
concentraciones (S1-S7) y el blanco (S0). En 3 pocillos se afiadieron los 3 pool
diferentes de lagrima. La placa de pocillos se cubrid con una tira adhesiva y se incubd
durante 2 horas a 37°C.

b) Se retir6 el liquido de cada pocillo, sin lavarlo.

c) Se agregaron 100 pl de anticuerpo Biotin a cada pocillo. Se cubrié de nuevo con

una tira adhesiva y se incubé durante 1 horaa 37 ° C.

d) Se aspird la solucion y se lavo cada pocillo 3 veces con 200 pl de tampén de lavado
utilizando una pipeta multicanal. Después del dltimo lavado se invirtié la placa y se

dieron pequerios golpes contra papel absorbente para secarla.

e) Se agregaron 100 ul de HRP-avidina a cada pocillo. Se cubri6 la placa con una

nueva tira adhesiva y se dejo incubar 1 hora a 37°C.

f) Se volvi6 a lavar y aspirar con 200 pl de tampon de lavado cada pocillo un total de
5 veces.

g) Se afiadieron 90 ul de sustrato TMB a cada pocillo y se incub6 durante 15 minutos

a 37°C, envuelto en papel de aluminio para protegerlo de la luz.

h) Se agregaron 50 ul de solucion de parada a cada pocillo, el liquido se volvié amarillo
(figura 8)

i) Se determiné la densidad Optica de cada pocillo en 5 minutos, utilizando un lector

de microplacas ajustado a 450 nm.
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Figura 8. Pocillos tefiidos de amarillo después de afiadir la solucion de parada

5. RESULTADOS

Para calcular la concentracion de opiorfina en lagrima de sujetos sanos utilizados como
control, se puso a punto el volumen de muestra de lagrima necesario para el analisis
mediante ELISA tipo sdndwich explicado en el apartado de material y métodos en la
Tabla 2.

Al analizar la concentracion de opiorfina en lagrima, se obtuvo la recta patrén (Gréfica
1) en la que analizamos la absorbancia a partir de una concentracion de opiorfina
conocida. Se analizaron réplicas de las muestras y se calculé su promedio. A la media
de ambas medidas se le restd el valor del blanco, SO= 0.0627, y el resultado obtenido
(Tabla 3) es el que se utilizd para la elaboracidn de la recta patrén en una grafica en
la que el eje de abscisas 0 eje “x” corresponde a la concentracion y el eje de ordenadas

0 eje “y” corresponde a la absorbancia.
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Tabla 3. Calculo absorbancia muestras estandar.

Recta patron Abs Abs’ Promedio Promedio -S0
S7 (40ng/ml) 1,2545 1,4909 1,3727 1,31
S6 (20ng/ml) 0,6584 1,104 0,8812 0,8185
S5 (10ng/ml) 0,4304 0,5744 0,5024 0,4397
S4 (5ng/ml) 0,1837 0,3102 0,24695 0,18425
S3 (2.5ng/ml) 0,1347 0,2093 0,172 0,1093
S2 (1.25ng/ml) 0,1539 0,1222 0,13805 0,07535
S1 (0.625ng/ml) 0,0764 0,0731 0,07475 0,01205
S0 (Ong/ml) 0,0656 0,0598 0,0627 0

ABS: absorbancia. ABS-S0: absorbancia menos la absorbancia del blanco (S0)

La relacion entre la absorbancia y la concentracion es lineal, se puede expresar como
y = a + bx donde “y” es la absorbancia, “a” la ordenada en el origen, “b” la pendiente

de la recta y “x” la concentracion.
La férmula de la recta patron obtenida en nuestro caso es la siguiente:
y =0°0406x + 0°0106 (Gréfica 1)

Una vez obtenida la recta patrén hay que comprobar que la diferencia de los valores
observados y los valores de prediccion del modelo son pequefias. R? es un coeficiente
que mide la cercania de los datos a la linea de regresion ajustada. Los valores de R? se
encuentran entre 0 y 1, donde 0 no explica ninguna proporcion de la variabilidad de
los datos mientras que 1 explica toda la variabilidad de los datos en torno a su media.
En nuestro caso R?= 0.9958 (Gréfica 1).
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Grafica 1. Recta patron a partir de las muestras estandar.

Para calcular la concentracion de opiorfina de cada muestra de lagrima tendremos que
sustituir la absorbancia medida de cada pool por la “y”, despejar la “x” y multiplicar
el resultado obtenido por el factor de dilucion (FD) de cada muestra que aparece en la
Tabla 3. En la Tabla 4 aparecen los resultados, los Pool 1 y 2 no tienen la suficiente
Opiorfina para ser detectada por el kit utilizado. Sin embargo, en Pool 3 la

concentracion de opiorfina es de 8.09 ng/mL.

Tabla 4. Concentracién de Opiorfina obtenida a partir de la absorbancia registrada.

Abs Lagrima(ng/ml) Lagrima x FD (ng/ml)

Pool 1 0.0053 - 0.1305 -1.31

Pool 2 0.0103 -0.33 -0.05
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Pool 3 0.0763 1.62 8.09

FD: Factor de dilucion

El volumen de lagrima necesario para analizar la opiorfina en mediante la técnica
ELISA sera en sujetos controles de 20 microl. La concentracioén promedio de opiorfina
obtenida en este proyecto, de un sujeto sano, es de 8.09 ng/ml. En los pacientes con
dolor se podra utilizar un volumen igual a 20 microl o inferior, teniendo en cuenta que
segun la poca bibliografia que hay en el tema, la concentracién del biomarcador sera
mas elevado que en sujetos sanos. Este kit es poco sensible para utilizarlo en
volUmenes tan limitantes como son las muestras de lagrima. Sin embargo, teniendo en

cuenta el valor de R? obtenido, es un kit muy especifico para la opiorfina.

6. DISCUSION

Las molestias oculares, incluido el dolor de superficie ocular, conforman una de las
principales causas de consulta en oftalmologia (1) (59). El primer paso, en este tipo de
paciente, consiste en una evaluacion integral en busca de la etiologia del dolor, que
como ya se ha comentado previamente puede ser nociceptiva o neuropéatica. En
general, los individuos en los que se sospecha componente neuropatico responden peor
al tratamiento, resultando en una cronificacion de sus dolencias. Por ello, previo a la
decision terapéutica, es imprescindible un enfoque interdisciplinario teniendo en
cuenta aspectos psicoldgicos, conductuales y contribuyentes neuroldgicos. Sin
embargo, una cantidad importante de pacientes presentan ligeras 0 ninguna
manifestacion clinica que, a priori, justifique su sintomatologia (2). Por tanto, para
mejorar el control del dolor crénico se requiere una mayor exploracion de las técnicas

diagnosticas, opciones terapeuticas y conocimientos de la neurofisiologia ocular (60).

Rosenthal et al (2) opinan que los pacientes con dolor ocular sin signos clinicos puede
que hayan sufrido una sensibilizacion de los receptores corneales nociceptivos.

Ademas, afiaden que si no se trata a tiempo o no se resuelve la sintomatologia,
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seguramente se produzca una sensibilizacion neuropética. Por ello, proponen que el

tratamiento ha de ser temprano y agresivo.

Debido a que la opiorfina consigue analgesia tras activacion nociceptiva puede que
tenga un papel protagonista en la modulacién del dolor en pacientes sin signos clinicos.
La relacion de sus niveles en lagrima y dolor ocular es algo relativamente moderno y
poco estudiado. Nuevos proyectos en torno a esta proteina podrian ayudar en la toma
de decisiones clinicas. El equipo de investigacion que ha tutorizado el presente trabajo
de fin de grado tiene aprobada, por el comité ética de la investigacion del Hospital
Universitario Cruces, una linea de investigacién sobre este péptido. El proyecto
pretende analizar la posibilidad de que la opiorfina se pueda considerar como un
biomarcador en lagrima en aquellos pacientes con dolor de superficie ocular sin signos
clinicos. Antes de poner en marcha dicho proyecto era necesario obtener una técnica

capaz de medir los niveles de opiorfina en lagrima.

Los resultados del experimento demuestran que mediante la técnica ELISA se puede
cuantificar la opiorfina en lagrima de sujeto sano. El volumen de muestra necesaria,
20 ul, es excesivo como para obtenerla en una sola toma. Teniendo en cuenta que, por
cada toma se pueden obtener entre 5-10 pl por ojo, habria que realizar entre 2-4 tomas,
esperando 30 minutos entre cada una. Tantas extracciones resultan molestas para el
individuo y poco practico en la clinica. Como solucion, se podrian obtener muestras
de ambos ojos y juntarlas para reducir los tiempos de toma. Por otro lado, en personas
con alteraciones corneales potencialmente dolorosas los niveles de opiorfina son
mayores (55). Esto puede que se deba a las reacciones de inflamacion y la necesidad
de una respuesta antialgica. Por lo tanto, seria interesante intentar cuantificar opiorfina
utilizando volumenes de lagrima menores de 20 pl en pacientes con patologia corneal
ya que, la concentracion en lagrima puede que sea mayor respecto a la concentracion

en sujetos sanos.

Desde otro punto de vista, es interesante la linea de investigacion de este nuevo
proyecto puesto que, si los sujetos con dolor ocular que no exhiben ningun signo
clinico presentan niveles reducidos de dicha proteina, se podria plantear la utilizacion
de lagrima artificial enriquecida con opiorfina u otra molécula que alargue el tiempo

de accion de las encefalinas en la respuesta antidlgica. De hecho, Reaux-Le Goazigo



31

et al (61) ya han propuesto algo similar al haber estudiado las propiedades
antiinflamatorias y antinociceptivas de la PL265, un profarmaco inhibidor de las
encefalinasas (hNEP y hAP-N) (62). Concluyeron que, en ratones murinos, PL265 no
altera la integridad de la cornea sana, mientras que en corneas con dolor reduce la

hipersensibilidad corneal quimica y mecanica.

La EOS es la patologia méas relacionada con dolor de superficie ocular (60). La
prevalencia esta en aumento debido a los cambios medioambientales, envejecimiento
de la poblacion, privacion del suefio, estilos de vida sedentarios y el aumento del uso
de dispositivos electronicos (24) (63) (64). La EOS esta ligada a factores genéticos,
causando dolor neuropatico que, en un gran nimero de pacientes, no se obtiene un
tratamiento satisfactorio. Pese a que segun la clasificacion del EOS realizada por el
TFOS DEWS 11 (22) incluye a un tipo de pacientes con sintomas, pero sin signos
clinicos, el rigor del escrutinio cientifico descarta que el dolor ocular sin alteraciones
epiteliales se deba al EOS (2). Sin embargo, eso no significa que las nuevas técnicas
diagnosticas, mencionadas en el siguiente parrafo, no sirvan de inspiracion para
desarrollar sistemas similares que faciliten el diagnostico en este tipo de pacientes tan

complejos.

Previamente, se ha manifestado que la hiperosmolaridad en lagrima es clave en el
desarrollo de EOS (22). La osmolaridad, se refiere al nimero de particulas disueltas
en una solucion. Se puede medir mediante técnicas a base de presion de vapor o
basandose en el punto de congelacion, como hace el osmémetro de Clifton (65). Este
ultimo método es considerado como el superior ya que tiene en cuenta tanto particulas
con carga como aquellas sin carga. En la segunda década del siglo XXI sali6 al
mercado el OcuSense TearLab, este nuevo instrumento calcula la osmolaridad
mediante impedancia electronica con muestras de lagrima de 20 nL empleando un
menor tiempo que las otras técnicas. El problema radica en que mide las particulas con
carga mientras que no tiene en cuenta aquellas sin carga. Sin embargo, existe una
buena correlacion entre las mediciones del OcuSense TearLab y las del osmdmetro de
Clifton (65). Hoy en dia, el OcuSense TearLab es utilizado por oftalmdlogos en
consulta (66). En la actualidad existen otros sensores portatiles que se colocan en el
0jo como si se tratase de una lentilla, son capaces de medir: niveles de glucosa, lactato,

alcohol, vitaminas y detectar infecciones por virus Herpes simple tipo 1 (67). El interés
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en desarrollar este tipo de dispositivos es tal que incluso Google junto con la
farmacéutica Novartis estan desarrollando su propia lentilla inteligente que mide los

niveles de glucosa sin necesidad de pincharse (68) (69).

En caso de que en un futuro sea preciso medir la concentracion de opiorfina en lagrima
durante la consulta, la técnica ELISA podria ser utilizada. Aunque, resultaria
incomodo ya que precisa de tiempo y un laboratorio para procesar la muestra.
Basandose en la idea del OcuSense TearLab y los sensores portatiles, seria interesante
el desarrollo de un dispositivo similar capaz de medir la concentracion de opiorfina en
lagrima de una manera répida y sencilla en la propia consulta, ahorrando tiempo y
dinero. Este supuesto nuevo aparato seria Util para enfocar el diagndstico y tratamiento
en pacientes con dolor de superficie ocular sin signos clinicos y/o mala respuesta a la

terapia recibida.
7. CONCLUSIONES

- La concentracion media de opiorfina en lagrima de sujetos sanos es de 8.09 ng/ml.

- El volumen minimo de lagrima requerido para cuantificar opiorfina, mediante

ELISA, en sujetos sanos sin dolor ni molestias oculares es de 20 pl.

- La presencia de opiorfina en lagrima sugiere que de alguna forma interviene en los
mecanismos del dolor corneal. Este estudio permite iniciar una linea de investigacion
con el objetivo de conocer cudl es su posible funcion en la fisiopatologia del dolor

corneal.
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