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Resumen
Un componente esencial para la vision es la superficie del ojo, esta comprende los

constituyentes celulares que cubren las areas expuestas del ojo, el margen del
parpado y la pelicula lagrimal. La pelicula lagrimal se trata de un sistema coloidal
extremadamente variado, que estd compuesta por una capa mucosa, una capa
acuosa y una pelicula de lipidos. La capa lipidica est4 constituida principalmente
por lipidos de la glandula de Meibomio y juega un rol vital en el mantenimiento de
la homeostasis de la superficie ocular. Entre sus funciones esta brindar estabilidad
a la pelicula lagrimal, retrasar la evaporacion, fungir como barrera contra
particulas foraneas ademas de tener actividad antimicrobiana. Estas funciones
requieren la formacion de una capa lipidica estable y continua para tolerar un
rango de diferentes deformaciones. Su inestabilidad y ruptura puede causar
irritacion o inflamacién en la superficie ocular y sintomas de ojo seco. En este
trabajo se determinaron in vitro propiedades de la capa lipidica de la pelicula
lagrimal, de lipidos extraidos de personas sanas y personas con deficiencias de
las glandulas de meibomio, en una interface aire-agua usando el método de la
gota pendiente y la palagana de Langmuir con una placa de Wilhelmy. Las
isotermas de presion superficial/area muestran que los lipidos resultaron bastante
compresibles y no colapsaron a altas presiones superficiales, en los ciclos de
expansiéon mostraron histéresis, y durante ciclos sucesivos de compresion-
expansion las curvas siguieron comportamientos similares en las repeticiones. Los
experimentos de reologia interfacial dilatacional indican que el modulo eléstico (E’)
fue mas dominante que el modulo viscoso (E’) en un rango de frecuencias de 1.26
a los 21 rad/s. los modulos de casos y controles se distribuyen en una area de
presiones superficiales de entre ~70 mN/m y 200 mN/m para el modulo E’, y entre
~20 mN/m y ~50 mN/m para el modulo E”, aunque 3 de los casos (caso 2,5y 10)
se encontraron fuera de estas regiones. Entender las diferencias en las
propiedades en la interface aire-lipidio entre personas sanas y personas con
sindrome del ojo seco podrian ser herramientas Gtiles para diagnéstico, asi como

para el desarrollo de posibles tratamientos.



Abstract

An essential component for vision is the eye surface, which is constituted by cells
that cover up the expose area of the eye, lid margin, and the tear film. The tear film
is a complex colloidal system, formed by a mucin-gel layer, an aqueous layer and a
lipid film on the outermost surface. This lipid film is mostly produced by meibomian
gland, and has a crucial role maintaining ocular surface homeostasis. Among its
many functions are that it provides stability to the tear film and retards its
evaporation. It also works as a barrier against foreign particles and has
antimicrobial activity as well. These functions require the formation of a stable,
continuous lipid layer to tolerate a range of different stresses due to blinking. In this
work we measured surface properties of meibomian gland lipid films from both
healthy people and patients suffering meibomian gland diseases.using pendant
drop method and a Langmuir trough with a Wilhelmy plate. Surface pressure/area
isotherms show that, lipids proved to be very compressible and non-collapsible at
high surface pressures, under expansion cycles they show hysteresis, and during
compression-expansion cycles curves follow similar paths among several
repetitions. Surface dilatational rheology measurements indicate that in a
frecuency range of 1.26 to 21 rads/s most of the elastic modulus (E’) of controls
and cases were more dominant tan the viscous modulus (E”). Almost all of cases
and controls are distributed in an area between ~70 mN/m and ~200 mN/m for
moduli E’, and between ~20 mN/m and ~50 mN/m for moduli E”. There are 3
cases out of this areas. Understanding the diferences on surface properties at the
water-air interface of healthy people and persons who suffer a meibomian gland
disease could be useful tools for diagnosis, as well as for the development of

posible treatments.
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1 Introduccion
En este capitulo se introducirdn los conceptos y el formalismo necesarios para

esta tesis. Primero, se definirdn lo que son las interfaces y los fendbmenos que
ocurren en estas, como la tensidon superficial, la adsorcibn de moléculas a la
interface y las propiedades reologicas, ademas se presentaran algunos de los
métodos experimentales existentes para estudiarlas. En la segunda parte de este
capitulo, se describird nuestro sistema de interés, la capa lipidica de la pelicula
lagrimal, y se presentara un compendio de los trabajos que hasta el momento han
sido realizados con el fin de estudiarla. Lo discutido en este capitulo servira como
base para el andlisis de nuestras observaciones experimentales presentadas mas

adelante.

1.1 Interfaces y fendmenos interfaciales
Una interface es el area que separa dos fases, las cuales pueden consistir de

diferentes tipos de moléculas o estados diferentes del mismo tipo de molécula™?.
El conocimiento de los fenbmenos que ocurren en las interfaces es esencial, ya
gue las propiedades de los materiales cerca de estas regiones difieren de aquellas
en el bulto de la sustancia®. En biologia, la mayoria de las reacciones e
interacciones ocurren en interfaces, siendo la membrana celular el caso mas
evidente, entre otros ejemplos se incluyen las propiedades de transporte del
surfactante pulmonar presente en los alveolos, y en los ojos, la regeneracion de la

pelicula lagrimal después de parpadear”.

Tension superficial
Usualmente se asume que las interfaces tienen un espesor infinitesimal®. Esta

suposiciobn es conveniente para varios propositos, pero ignora la naturaleza
dinamica de la region interfacial, asi como la estructura y organizacion de los
distintos tipos de moléculas involucradas®. En la superficie, las moléculas estan
solo parcialmente rodeadas por otras moléculas y el niumero de moléculas
adyacentes es menor que en el bulto, esto es energéticamente poco favorable,
para poder sacar una molécula del bulto hacia la superficie se tiene que realizar
trabajo’ (Figura 1). Para las moléculas es energéticamente favorable estar
rodeadas por otras moléculas, estas se atraen unas a otras por diferentes
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interacciones® (Figura 1). Con esto en mente, podemos interpretar la tension
superficial, como la energia requerida para llevar una molécula de dentro del bulto

hacia la superficie y crear una nueva area superficial®.

7= (@ -

y es la tension superficial, G es la energia libre de Gibbs superficial, A es la unidad

de area superficial, y i es un componente que forma la interfase®.

Liquido
Figura 1.Esquema de la estructura molecular de una interface liquido-gas. Las flechas indican
las interacciones que se dan entre las moléculas. El desequilibrio de las interacciones origina la
tension superficial®.

Medicion de la tension interfacial
Hay diferentes métodos disponibles para medir la tensién interfacial, describiremos

dos de los métodos mas utilizados. El método de la placa de Wilhelmy, consiste en
una placa delgada de platino que esta suspendida del brazo de una balanza, la
cual se sumergira dentro de un liquido, actuando diversas fuerzas, como la
gravedad, la tension superficial hacia abajo, y la fuerza boyante debida al
desplazamiento del agua hacia arriba. En este método se determina la fuerza
sobre la placa suspendida debida a la tension superficial, luego esta fuerza es

convertida en tension superficial tomando en cuenta las dimensiones de la placa®.

El método de la gota o burbuja pendiente se basa en que el hecho de que la forma
de las gotas o burbujas depende del balance entre la tension superficial y las
fuerzas externas, como la gravedad. Este balance se ve reflejado

matematicamente en la ecuacién de Laplace’. El procedimiento general de estos
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experimentos consiste en la formacion de una gota o una burbuja, para después
medir sus dimensiones por medio del anélisis de imagenes®. Se puede medir la
tension superficial de liquidos puros rodeados por aire, de liquidos suspendidos en
otros liquidos o burbujas inmersas en un liquido, ademas de que se pueden
agregar solutos superficialmente activos y medir los cambios en la tensidn

superficial®.

1.1.2 Adsorcién de solutos en lainterface en condiciones de
equilibrio
Hasta el momento solo consideramos las caracteristicas moleculares de una
interface que separa dos fluidos, pero existen materiales que tienen propension a
concentrarse (adsorberse) en las interfaces y alterar sus propiedades, por
ejemplo, tensoactivos, fosfolipidos, proteinas, polisacaridos, y alcoholes®®.
Podemos identificar dos tipos de adsorcién de moléculas en una interface®. Una
en la que las especies adsorbidas tienen una solubilidad lo suficientemente grande
en el solvente, tal que, cuando la superficie esta saturada, permanece una reserva
de moléculas activas de superficie en la solucion para “llenar los espacios” en
caso de que mas superficie sea creada, formando las llamadas monocapas de
Gibbs®. En el otro caso, materiales que no tienen la suficiente solubilidad forman
peliculas superficiales que quedan aisladas en la superficie, estos materiales

forman las monocapas insolubles®.



Figura 2.Esquema del sistema agua, aceite, y soluto activo en la interface. El soluto tiende a
acumularse en la interface agua-aceite, porque esto minimiza la energia libre del sistema’.

La adsorcion de solutos en la interface usualmente resulta en una alteracion de la
tensién superficial, el efecto mas comdn es la disminuciébn de la tension
superficial®. Tomemos como ejemplo un sistema que consiste de dos liquidos
inmiscibles, sean agua y aceite, y un soluto anfifilico que tendera a acumularse en
la interface separando las fases? (Figura 2). En este estado de adsorcién ocurre
una disminucién de la energia libre relativa al estado de no adsorcién®. Los
cambios en la energia libre entre estos estados, son determinados por los cambios
en las interacciones de las moléculas involucradas®. La tensién interfacial se
reduce porque las interacciones termodinamicamente desfavorables entre el agua
y el aceite se reducen®. El contacto directo entre las moléculas de agua y las de
aceite, son remplazadas por interacciones entre los segmentos polares del soluto
con el agua y las de los segmentes no polares con el aceite?. Esta reduccién de la
tensidn interfacial por la presencia de un soluto activo de superficie se conoce

como la presion superficial:

M=y,—y (2)

Donde vy es la tension superficial de la interface pura y y es la tension superficial
del fluido méas la monocapa de moléculas activas en la superficie’®. Se puede
interpretar como la presion ejercida por la monocapa que se opone a la tensiéon

contractil de la superficie limpia'®. La variacién de la presion superficial con el area



disponible es representada con curvas T-A (presion-area)’’. Estas curvas se

pueden interpretar como un analogo en dos dimensiones de las curvas p-V*.

Isotermas de adsorciéon
Es necesario describir la relacion entre la concentracion de soluto adsorbido y la

concentracion de soluto libre, y cuantificar cdmo esta relacion depende de la
actividad superficial de las moléculas de soluto®. En esta seccion, se presentaran
tres diferentes enfoques desarrollados para la descripcion de esta relacion, las
isotermas de adsorcion de Gibbs, Langmuir y Frumkin®. Para encontrar la relacién
entre la concentracion de soluto adsorbido y la concentracion de soluto libre,
comenzare definiendo la concentracién de soluto que se acumula en la interface,

gue se conoce como exceso superficial:

N 3

cN (3)
A

Donde N corresponde a la cantidad de moléculas en la superficie, y A es el area
interfacial. El exceso superficial esta dado como el numero de moléculas por

unidad de area?.

La isoterma de adsorcion de Gibbs relaciona el exceso superficial ' y la tension
interfacial, su derivacion es puramente termodindmica y puede considerarse
como el andlogo en dos dimensiones de la ecuacién de Gibbs-Duhem?***®. En
este modelo se asume que la interface es infinitesimalmente delgada y que se

trata de un proceso a temperatura constante®*>°,

dy=—Zqu (4)

Otra manera de escribir la ecuacion es usando una expresion general para el

potencial quimico de una especie en disolucién®.

du = RTd(lna) (5)

Sustituyendo (5) en (4), la ecuacion queda como:



1 d
r=__—24 (6)
RT dlna

Donde R es la constante de los gases, T la temperatura absoluta y a es la
actividad del componente i en la fase de bulto. Con la ecuacion de Gibbs se
pueden obtener isotermas de adsorcion para sistemas diluidos, moderadamente
diluidos y concentrados. Para el caso de los sistemas moderadamente diluidos la
ecuacion mas empleada para describir el estado de solutos adsorbidos es la de

Langmuir. La isoterma de adsorcion para el modelo de Langmuir es:

bc
_ (7)
0 1+ bc

Y la correspondiente ecuacion de estado tiene la forma

Yo—v =11 =—RTT, In(1—6) = RTT,In(1 + bc) (8)

., . .. . K
c es la concentracién en el bulto de la molécula superficialmente activa , b = k“—ds

des
donde kags ¥ Kges COrresponden a las constantes de rapidez de adsorcion y
desorcion, respectivamente®. I' es el exceso superficial y I'- es la concentracion

11,55 r
.0 =—

[ce]

superficial a saturacion Se refiere al nUmero de espacios ocupados

por los solutos y corresponde al grado de recubrimiento de la superficie. yo es la
tension superficial en ausencia de la molécula superficialmente activa, y es la
tensién superficial del fluido mas la monocapa de moléculas activas en la
superficie, y 1 es la presion superficial yo-y. El modelo describe la formacion de
una capa de moléculas adsorbidas, donde cada molécula ocupa cierta area en la
interface sin que estas interaccionen, considerando de igual manera la desorcion

de las moléculas'*.

Los sistemas que se desvian un poco del comportamiento que describe el modelo
de Langmuir pueden ser analizados por la isoterma de Frumkin, que considera las
interacciones entre las moléculas adsorbidas*’. La isoterma de de adsorcién de

Frumkin y su correspondiente ecuacion de estado estan representadas por:



0

% e(—2a9) (9)

bc =

Il = —RTT,[In(1 - 8) + a(6)?] (10)

Donde a es el parametro de interaccion intermolecular.

Ademas de las isotermas de adsorcion aqui mencionadas, existen otras, las
cuales son derivadas empiricamente o de ciertas suposiciones®. La eleccién de
alguna de estas en el andlisis de moléculas que se concentran en la interface

dependera del tipo de moléculas involucradas.

Medicién de isotermas de presion superficial (1r)/area (a)
En principio los métodos usados para medir la tension superficial pueden ser

usados para medir 1, aunque algunos son poco adecuados para trabajar con
superficies cubiertas con peliculas, con las excepciones del método de la placa de
Wilhelmy y el de la gota pendiente®. EI método de la gota pendiente se ha
adaptado para medir la presién superficial®. Al variar el volumen de la gota con
una jeringa motorizada, se mide la presién superficial como funcién del area®.
Ambas aproximaciones funcionan muy bien y son capaces de medir valores
pequefios de presion®. La placa de Wilhelmy puede ser utilizada en conjuncién con
una palangana de Langmuir®®. El sistema consiste en la palangana que soporta la
subfase, dos barreras moviles sobre la superficie de la palangana y la placa para
medir la presion superficial®® (Figura 3). En estos experimentos el material de
interés se diluye en un solvente volatil, es extendido en una superficie liquida y se
permite que el solvente se evapore®. A medida que las barreras se mueven,
comprimiendo la superficie, la presiéon superficial es medida®. Durante la
compresion de la capa, las moléculas se reorganizan y esta atraviesa varias
transformaciones de fase analogas a los estados tridimensionales gaseoso, liquido
y sélido para finalmente formar una capa ordenada en la superficie liquida®. A
partir de la informacion obtenida de comprimir una pelicula a una velocidad
constante monitoreando la presion superficial, se pueden construir las isotermas

de presion superficial-area, las cuales son un importante indicador de las



propiedades de la monocapa®. Al examinar las isotermas se pueden distinguir
distintas regiones, llamadas fases, estas fases son caracteristicas de los
diferentes estados de agregacion que las moléculas adoptan durante la
compresiéon y se identifican como discontinuidades en la isoterma®. Si se
comprime mucho la capa puede ocurrir el fenomeno de colapso, que es debido a
la inestabilidad mecénica a altas presiones superficiales, donde las moléculas son
forzadas a salir de la interface, perdiendo las capas su integridad™.

Balanza
con placa
Barrera de Barrera

Superficie cubierta con una
monocapa

Palagana con una subfase
Figura 3. Esquema de una palangana de Langmuir con placa de Wilhelmy para medir la
presién superficial®.

La palangana de Langmuir también puede formar parte del montaje experimental
de la microscopia de angulo de Brewster*?. Cuenta con un laser que es polarizado
en el plano paralelo y dirigido al angulo de Brewster hacia la interface aire-
liquido™. Bajo estas condiciones la luz no es reflejada®. Al agregar una pelicula a
la interface se producen cambios en el indice de refraccion resultando en reflexiéon
de la luz de los lipidos hacia una camara que proporciona imagenes de la

interface, permitiendo la visualizacién en tiempo real de monocapas™.

1.1.3 Adsorcién de solutos en la interface bajo una perturbacion

de su estado de equilibrio
Supongamos una interface en su estado de equilibrio con una cantidad de soluto,

que es sometida a una perturbacién local (como una dilatacién)®”. La
concentracion en ese segmento se reduce y no puede ser restablecida
inmediatamente, por lo que se produce un aumento momentaneo de la tension

4
| 9

superficial™. La tension superficial en esta area es mas grande que en sus
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alrededores, y tendera a “jalar” el area dilatada para regresarla a su configuracion
en equilibrio®. Por el contrario, si se provocara una compresion en la superficie, la
concentracion del soluto aumentaria, llevando a una disminucién de la tension
superficial, por lo que se buscara re-dilatar la superficie para restablecer las
condiciones iniciales*. A la redistribuciéon automatica del soluto en la interface en
respuesta a cualquier distorsion de la superficie, produciendo fuerzas que se
oponen a la distorsién, se le conoce como elasticidad de Gibbs*. Este modelo
propone que la superficie consiste en una pelicula delgada con un volumen
constante que se encuentra separada por dos superficies. Donde la cantidad de
surfactante dentro de la pelicula es siempre constante y la seccion de la pelicula

sometida a la deformacién puede ser considerada como un sistema cerrado®.

2dy
E= dinA

(11)
Donde vy es la tension superficial, A es el area del elemento de superficie y el 2 por

el hecho de que la pelicula esta rodeada por 2 superficies*.

1.1.4 Reologia interfacial
Las moléculas que se adsorben a una superficie, no solo provocan una

disminucién de la tension superficial, sino que también le confieren propiedades
reolégicas™. La reologia es el estudio del flujo y la deformacién de la materia'®**.
El problema basico de la reologia es determinar la relacion entre el esfuerzo
aplicado y la deformacion producida en un material****. En el caso de la reologia
interfacial se estudia la respuesta de interfaces moviles a los cambios debidos a
cizallamiento (cambios en la forma a un area constante) o deformacion dilatacional
(cambios en el &rea superficial con una figura constante)™. La reologia interfacial
(flujo en dos dimensiones) puede ser considerada analoga a la reologia de bulto
(flujo en tres dimensiones), y como en la reologia tridimensional, resortes y
amortiguadores se pueden utilizar para simular el comportamiento reologico de los
sistemas estudiados™. Los resortes son utilizados para simular el comportamiento
elastico ideal y pueden ser descritos por la ley de Hook. Mientras que los

amortiguadores son usados para simular un comportamiento viscoso en la
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interface™ (tabla 1). Pero existen materiales que son tanto viscosos como
elasticos cuyo comportamiento emerge de las interacciones de las moléculas en el
fluido>*. Imaginemos que las moléculas en la interface estan en su estado méas
favorable termodinamicamente (estado de equilibrio)*®. Cuando esta interface es
deformada, las fuerzas termodinamicas tienden a restauran el estado original®®. En
circunstancias ordinarias, la restauracion de la pelicula interfacial no es
instantanea si no “amortiguada” por un proceso de relajacién viscosa®. En
consecuencia, se han propuesto varios modelos matematicos para aproximar el
comportamiento viscoelastico de muestras al combinar los modelos del resorte y

el amortiguador™.
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Tabla 1. Caracteristicas de los materiales elasticos y viscosos.

Materiales puramente elasticos Materiales puramente viscosos
+ Se deforman en respuesta a un esfuerzo, *  Su respuesta esta relacionada
y se quedan alli hasta que el esfuerzo es con la tasa a la que es
removido, regresando a su posicion deformado.
original. .
* El esfuerzo es proporcional a
* Responden instantaneamente a la la tasa de deformacion
deformacion. aplicada.
« ElI esfuerzo es proporcional a la e T=ny

deformacion aplicada.

e T=GY

Medicion de reologia Interfacial

Reologia interfacial de tipo cizalla
En este tipo de reologia se induce cizallamiento en la pelicula absorbida sin

cambiar el area’®. Se puede dividir en métodos directos e indirectos™. En el caso
de los métodos directos se determina el esfuerzo de cizalla de la interface a
medida que es deformado por contacto con un cuerpo extrafio™. Los reémetros
mas usados son aquellos en los que un cuerpo oscilador o rotador (figura 4) es
conectado a un motor que puede detectar el torque y el desplazamiento mientras

la muestra es retenida en un plato estacionario®®.

Motor Motor Motor
Movimiento vertical Il Movimiento vertical TJ. Movimiento vertical Tl
Aire Aire | ‘ Aire I I
[ ]
Liquido Liquido Liquido
Peltier Peltier Peltier

Figura 4.Esquemas de diferentes sistemas para mediciones interfaciales. De izquierda a
derecha: sistema biconico, sistema placa-placa y técnica del péndulo de torsién cuchillo-orilla*®.

En esta clasificacion se puede agregar el viscosimetro de aguja magnética (figura
5), el cual es uno de los instrumentos mas sensibles para la medicién de
parametros de reologia interfacial de cizalla’®. Consiste en una aguja magnética

que flota en la interface, la cual es movida por un campo magnético externo,
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ademas de que tiene una palangana de Langmuir que permite el control de la

monocapa interfacial *°.
___-Bobinas de Helmholtz __

Placas de vidrio Aguja magnética

Ventana dptica

“ Barreras moviles - !
Palangana de

Langmuir

Figura 5.Representacion esquemética del viscosimetro de la aguja magnética en la
. .+ 15
superficie™.

En los métodos indirectos se miden perfiles de velocidad superficial usando
particulas visibles inertes *°. Por ejemplo: 2 cilindros estacionarios concéntricos y
un plato rotatorio lleno con la muestra *°. La camara es rotada y el movimiento
superficial entre los cilindros es medido usando particulas colocadas en la

interface del fluido *°.

Reologia interfacial dilatacional
Con la reologia interfacial dilatacional se pueden observar las propiedades
| 2 Las
15,16

reolégicas que surgen en respuesta a cambios en el area superficia
técnicas mas comunmente usadas son las que se basan andlisis de imagenes
Con las cuales se puede obtener el perfil de una gota o burbuja, para
subsecuentemente ajustar numéricamente a la ecuacién de Laplace™. Lo que
permite encontrar los valores de la tension superficial (y) y el area superficial de la
gota (A) (Figura 6)*'°. Con el fin de explorar amplias escalas de tiempo, se
pueden aplicar deformaciones perioddicas del area o una deformacion repentina en

la forma de una pequefia compresién o expansion instantanea *>°.
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Jeringa
Jeringa
Oscilador Auxiliar

Computadora
Gota pendiente .
P —

Celda con Camara

temperatura
controlada

Figura 6. Esquema del sistema para realizar experimentos de gota pendiente oscilante®.

De la variacion periddica de A y y con el tiempo, se puede deducir el médulo
interfacial dilatacional.’” **. Este término se deriva del modelo de la elasticidad de
Gibbs'®'. Se emplea en el caso en el que al aplicar una deformacién a una
interfaz, esta tiene un comportamiento viscoso ademas del elastico'’*!. La
componente viscosa refleja la existencia de procesos de relajacion en, o cerca de

la interfaz. "t

. .Se pueden reconocer varios procesos de relajacion, como, el
intercambio difusivo entre las moléculas superficialmente activas y la solucion
(bulto), intercambio con micelas en la solucion, y el intercambio con multicapas en
la superficie®. EI médulo interfacial dilatacional de Gibbs esta definido como el
aumento de la tensién superficial después de un pequefio aumento en el area de
un elemento de superficie:
dy

~ dinA

*

(12)

Debido a que la gota es oscilada periédicamente, el modulo dilatacional exhibe
dos contribuciones: un componente elastico, por la energia recuperable
almacenada en la interface y un médulo de perdida, por la disipacion de la energia
a través de los procesos de relajacion *’. Los médulos elastico E’ y viscoso E” son

% para

las partes real e imaginaria de la elasticidad dilatacional compleja
oscilaciones sinusoidales del area superficial, a una frecuencia w, E’, y E” se
definen como:
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E' = Ayf—z cos(¢) (13)

E" = by sen(@) (14)

Donde Ay es la amplitud de la variacion periédica de la tensién superficial'’. Ag es
el area de la gota antes de las oscilaciones o el promedio del area superficial de la
gota'’. AA la amplitud de la deformacion interfacial, y ¢ es el &ngulo de fase entre
las curvas de &rea y tension superficial **. Para determinar E’ y E”, el area de la
gota y la tension superficial son medidas como funcién del tiempo con el método
de anélisis de la forma de la gota *’. Los datos de y(t) y A(t) son ajustados a las

siguientes ecuaciones para obtener los parametros de Ay, @, Ao, y AA:

A(t) = Ay + AAcos(wt + ¢4) (15)
y(t) = yo + Aycos(wt + ¢,) (16)

Donde Yo es la tensién superficial promedio y ¢=¢:-¢, *".

En la ausencia de fendmenos de relajacidon, el comportamiento de la interface es
puramente elastico: las fluctaciones en el area y tension superficial estan en
fase’. Por otro lado, cualquier mecanismo de relajacién en o cerca de la interface

se refleja como una diferencia de fase entre tensién y area>".

Lucassen y van den Tempel propusieron un modelo para la evolucion del médulo
dilatacional de una interface sometida a una variacién sinosoidal del area como
funcién de la frecuencia®’. Este modelo considera la difusién de las moléculas
superficialmente activas hacia la interface y omite los fenédmenos de adsorcion y
desorcion®**’. Las perturbaciones arménicas impuestas en la interface producen
en la tension superficial un comportamiento oscilatorio, que puede ser descrito por
E*.

E* = E'+IE" (17)
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E’y E” pueden ser calculadas de las siguientes ecuaciones:

1+¢
E'=F, ——— > 18
01 428 4282 (18)
§
EII — E 19
01 428 4 282 (19)
Donde Epes la elasticidad instantanea y se expresa como:

dIl dll
Ey=———=—[— (20)

7 dinl dr

¢ es un parametro adimensional que considera el efecto de la difusiébn 9
expresada en m?/s.

=t (2
Ademas del experimento oscilatorio existe el ensayo de deformacién-relajacion, en
este se aplica una deformacion repentina en la forma de una pequefia compresion
0 expansion instantanea®’. Después de que un cambio es aplicado a peliculas
lipidicas y luego cesa, los constituyentes heterogéneos de la pelicula
experimentan una compleja reorganizacion asociada con las caracteristicas de
procesos a bajas frecuencias, hasta que un nuevo equilibrio es alcanzado en la
interface®®. La respuesta a bajas frecuencias puede ser determinada directamente
del médulo de relajacion dilatacional®®. En este tipo de experimentos, la interface
es deformada instantaneamente y después se mantiene el area constante
mientras la tension superficial es medida, las propiedades reoldgicas son
examinadas usando la transformada de Fourier de las transientes de la relajacion
de la tensién superficial'® El método de deformacién-relajacién permite obtener
las partes real e imaginaria del mdédulo dilatacional complejo en un rango de

frecuencias muy bajas .
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1.2 Los lipidos meibomiales
En esta parte del capitulo describiremos la capa lipidica. Comenzaremos con una

breve descripcidn de la superficie ocular y de las partes que la conforman, para
después centrarnos en la pelicula lagrimal. La cual consiste en tres capas: la capa
mucosa, la capa acuosa y la capa oleosa. La capa oleosa estd compuesta
principalmente por lipidos de la glandula de meibomio, y se trata la region mas
externa. Algunas de sus propiedades han sido estudiadas in vitro, por lo que

también se presentaran.

La superficie ocular
La superficie ocular es un componente vital para la visién'®. Su funcién consiste en

mantener la claridad éptica de la cornea regulando la hidratacion de la cornea y la
conjuntiva, ademas de proteger el globo ocular de dafio mecanico o por
infecciones *°. Se trata de una estructura compleja que depende de la integracion
exitosa de multiples tejidos, como son: los constituyentes celulares que cubren las
areas expuestas del ojo (epitelio corneal, limbo, conjuntiva), el margen del parpado

y la pelicula lagrimal **° (Figura 7).
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Glandula
lagrimal

Células
caliciformes

Microvilli con
200nm 1pm glucocalix asociado
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e

Epitelio conjuntival
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/ * ‘ Epitelio corneal
.
Capa lipidica / 2
/ c \ Glandula de
apa mucosa -
Capa acuosa P CBliilas Spitelisles meibomio

superficiales

Figura 7.Esquema de la superficie ocular. Se representa el modelo clasico de las tres capas de
la pelicula lagrimal, compuesta por la capa mucosa adyacente a la superficie epitelial, una capa
acuosa, y una capa delgada de lipidos en la superficie méas externa de la peliculas.

La pelicula lagrimal
Es un sistema biolégico coloidal extremadamente variado, cuyos componentes

tienen origen glandular y celular®*®. Consta de tres capas, la capa mucosa,
constituida por mucinas secretadas por las células caliciformes y del epitelio. La
capa acuosa, secretada por la glandula lagrimal cuya superficie externa es
recubierta por la capa oleosa, formada por lipidos que son secretados por la
glandula de meibomio®®# (Figura 1). Entre sus funciones principales se
encuentran: la distribucion de nutrientes, control de la oxigenacién de la cornea,
proteccion fisica y antimicrobiana®.
Capa lipidica

Se trata de la capa mas externa de la pelicula lagrimal, la cual se encuentra
expuesta al medio ambiente??. Compuesta principalmente por lipidos de la
glandula de meibomio?®. A esta secrecion lipidica se le conoce como meibum. Es
expresada a la superficie ocular por la delicada presion ejercida por los parpados,
a partir de glandulas meibomiales individuales a través de un sistema de

pequefios ductos y un ducto central que termina en un orificio en el margen del
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parpado®. El meibum humano esta constituido, en mayor proporcién, por ~30-45
mol% de ésteres de colesterol y ~30-50 mol% de ésteres cerosos®. Las
principales moléculas anfifilicas secretadas por las glandulas de meibomio son O-
acilo hidroxiacidos grasos w (OAHFAS) estos comprenden el ~2% de los lipidos
meibomiales. Ademas, también se encuentran aunque en menor cantidad,
triacilgliceridos un ~2%, 0.5% de colesterol libre, y fosfolipidos menos del 0.01%%.
La capa lipidica no se compone meramente de lipidos, como su nombre lo podria
sugerir, sino que también contiene cerca de un 22 wt % de componentes no-
lipidicos (proteinas, sales, polisacaridos), se cree que ciertas proteinas y
glucoproteinas, como las lipocalinas, la lisozima y la mucina, estan intercaladas

con la capa lipidica y mejoran su estabilidad**.

Se estima que la capa lipidica de la pelicula lagrimal tiene un espesor de entre 15
y 160 nm. Donde los lipidos meibomiales no se extienden como monocapas en la
interface aire/agua sino que forman gruesas peliculas duplex®*?®%"28 | a visi6n
mas aceptada asume que los lipidos polares forman la subcapa inferior, es decir,
la interface entre la capa lipidica y la capa acuosa, Yy los lipidos no polares forma

la parte superior la cual esta en contacto con el aire?*%% 2728

(Figura 8). Se cree
que la subcapa inferior crea una interface que ayuda a estabilizar la porcion
superior’’. Ademdas, se propone la formacién de agrupaciones de lipidos
hidrofébicos en lentes bajo altas presiones superficiales®. La formacién de estos

lentes podria ser critica para permitir la difusién de la capa lipidica después del

parpadeo®.
Aire \
Lagrima

Figura 8.Modelo de la capa lipidica de la pelicula lagrimal. Se identifican dos fases, con una
monocapa de lipidos polares y una capa gruesa de lipidos no polareslg.
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A la capa lipidica se le atribuyen funciones como: esparcirse sobre la fase acuosa,
disminuyendo la energia libre e impartiendo estabilidad a la pelicula lagrimal;
engrosar la fase acuosa por el efecto Marangoni, retrasar la evaporacion, esto fue
observado en nuestro grupo a través de experimentos de microevaporacion. los
cuales mostraron que las peliculas de lipidos meibomiales disminuyen
significativamente la tasa de evaporacion, ademas la evaporacion con lipidos
meibomiales provenientes de pacientes diagnosticados es mayor que los lipidos
provenientes de pacientes sanos®**3. Los lipidos meibomiales proporcionan una
superficie optica suave para la cornea, fungen como barrera contra particulas
fordneas, tienen actividad antimicrobiana y sellan los margenes de los parpados
durante cierre prolongado®. Gracias a eso es que la capa lipidica juega un rol vital
en el mantenimiento de la homeostasis de la superficie ocular®®. Problemas con su
estabilidad y su ruptura puede causar irritacion en la superficie ocular o
inflamacion y sintomas de ojo seco®. Su estabilidad es crucial para tolerar un
rango de diferentes estreses y deformaciones, siendo la viscoelasticidad la

principal caracteristica que permite que resista la deformacion®.

1.2.1 Estudios de la capa lipidica
Isotermas /A y microscopia de angulo de Brewster de lipidos meibomiales
La palangana de Langmuir y la microscopia de angulo de Brewster han sido
ampliamente utilizadas por diversos grupos, para la caracterizacion de lipidos
meibomiales tanto de humanos como de distintas especies de animales, probando
ser un enfoque bastante efectivo e informativo®!. En esta seccién se presentaran
algunos de los resultados obtenidos respecto a la caracterizacion de lipidos

meibomiales humanos.

Leiske et al realizaron isotermas de presion superficial-area, de lipidos
meibomiales de humanos y de otros animales. Las isotermas de casi todos los
lipidos estudiados fueron cualitativamente similares, exhibieron una pendiente
creciente a medida que el area molecular promedio disminuia y no hubo evidencia
de transiciones de fase en los lipidos humanos, durante la expansion las curvas

exhibieron un poco de histéresis, aunque subsecuentes compresiones produjeron
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el mismo comportamiento *? (Figura 9). No se detecté el colapso de ninguna de las

peliculas lipidicas *.

40

W
o

20

-
o

Presion superficial (mMNim)

Area de |la balanza/masa (cm2/ug)
Figura 9.Ciclos de compresién y expansion de lipidos meibomiales humanos. La curva de
arriba es el ciclo de compresion mientras que la curva de abajo es el ciclo de expansién32.

Los experimentos de Leiske et al fueron realizados a temperatura ambiente, pero
se sabe que el rango de temperaturas de fusion de los lipidos meibomiales esta
entre 19.5° y 33.8°C*®. Butovich et al estudiaron los efectos de la temperatura en
peliculas de lipidos meibomiales. A 34°C la parte inicial de la isoterma fue
pequefia para luego comenzar a subir hasta llegar a una ™ de ~16 mN/m, a 43° C
la presidn superficial se comenz6 a incrementar tan pronto como las barreras
comenzaron a cerrarse, llegando a un ™ de 18 mN/m sin sefiales de colapso.

Ambas isotermas mostraron una histéresis notable>!.

Kaercher et al. condujeron un estudio sistematico de la morfologia y el
comportamiento biofisico de los lipidos meibomiales humanos usando la
palangana de Langmuir y la microscopia de angulo de Brewster**. Obtuvieron
imagenes de peliculas de lipidos meibomiales, con regiones blancas densas de
lipidos alrededor de areas mas oscuras, con material lipidico menos denso®.
Asimismo, observaron que la morfologia de la pelicula de lipidos cambio cuando la
presién superficial fue incrementada®*. En un estudio mas reciente, Georgiev et al.

estudiaron las propiedades superficiales de lipidos meibomiales de personas
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sanas (MGS) y de personas con alguna disfuncion de las glandulas meibomiales
(dMGS) en interfaces solucion salina-aire. Los experimentos se llevaron a cabo a
dos diferentes temperaturas, 25 °C y 34 °C. Se us6 la balanza de Langmuir y la
microscopia de angulo de Brewster*®. Las isotermas se realizaron en un barrido de
frecuencias, de 10° a 1 Hz. Tanto a 25°C como a 34°C, las isotermas fueron
similares, aunque el incremento en la temperatura desplazo las isotermas a
valores de area superficial y de ™ mas bajos. La reversibilidad de los lipidos
meibomiales fue medida, mostrando histéresis tanto en los nMGS como en los
dMGS®. La microscopia de angulo de Brewster (Figura 10) revelo un mejor
esparcimiento de los lipidos meibomiales de personas sanas en la interface aire-
agua, mientras que las capas de lipidos meibomiales de personas enfermas
fueron no uniformes y con parches 8. A 34°C y m < 8 mN m, tanto las peliculas
de los nMGS y los dMGS tuvieron regiones brillantes gruesas con regiones
oscuras mas delgadas entre ellas'®. En el caso de los nMGS a >10mN, las
regiones mas delgadas casi se extinguieron y una pelicula gruesa se formé a =20
mN m™ 8, Las peliculas de dMGS mantuvieron una estructura inhomogénea, con

regiones mas delgadas presentes en las capas, incluso >8 mN m™ 2.
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Figura 10.Imagenes representativas de las peliculas de lipidos meibomiales de personas
sanas (NMGS) y pacientes con disfuncion de las glandulas de meibomio (dMGS) a las
temperaturas y rangos de presion superficial denotados™®.

La técnica de la gota pendiente también puede ser utilizada para realizar curvas
de T/A%*. Ha sido probada en lipidos meibomiales de bovino por Miano et al.Con el
fin de demostrar la validez de la técnica, compararon los resultados obtenidos con
resultados obtenidos a partir de la palangana de Langmuir®*®. Ambas curvas
resultaron similares mas no idénticas, obtuvieron una presién superficial maxima
de entre 25-30 mN/m durante la compresion, ademas a través de las dos técnicas
se demostrd histéresis de las entre el ciclo de compresién y expansion®® (Figura
11). Hay que tener en mente que estos resultados fueron obtenidos de muestras

de lipidos de bovino, por lo que no los podemos extrapolar al meibum humano*3°.
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Figura 11.lsoterma de m/A de lipidos meibomiales de bovino sobre solucién salina a

36 °C. Los circulos representan las mediciones tomadas por la placa de Wilhelmy, los

cuadrados representan las mediciones con el método de la gota pendiente *.

<

Reologia de lipidos meibomiales
Los lipidos meibomiales son el componente principal de la capa lipidica; por lo

tanto, las propiedades fisicas de estos materiales podrian ser particularmente
importantes para la funcionalidad de la pelicula lagrimal®?. Las propiedades
reologicas son una de las caracteristicas mas importantes a estudiar, y dependen
de las fuerzas de compresion/expansion generadas por los movimientos de los
globos oculares o de los parpados, y de las velocidades y amplitudes de su
aplicaciéon®’. Debido a que la capa lipidica experimenta diferentes tipos de
deformacioén, no puede ser caracterizada por una sola técnica®. En la primera
parte de esta seccion se presentaran los trabajos realizados de reologia de bulto
del meibum y en la segunda parte se presentara los trabajos sobre reologia
interfacial, haciendo énfasis en estos Ultimos los cuales sirven como un

antecedente directo para nuestro trabajo aqui presentado.

Hay muy pocos estudios de reologia de bulto del meibum humano®®. Tiffany y
Dart midieron valores de la viscosidad para el meibum humano, usando un tubo
capilar y estimaron valores desde 9.7 a 19.5 Pa's a 35°C*. Estos estudios
fueron semicuantitativos y no examinaron los roles de la taza de cizallamiento o la
temperatura®=°. Mas tarde, Yokoi et al mostraron que los cambios dependientes
del tiempo en la propagacion de la capa lipidica de la pelicula lagrimal son
consistentes con el modelo reoldgico de Voigt, sugiriendo que la pelicula lagrimal

tiene propiedades viscoelasticas, ademas concluyeron que la capa lipidica es
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elastica y arrastra hacia arriba a la pelicula lagrimal subyacente®“°. En 2013,
Rosenfeld et al encontraron que el meibum en bulto es tanto viscoso como
elastico, a 35 °C, la viscosidad de cizalla del meibum de bovino y de humano es
aproximadamente 10° mas grande que el agua, y tiene una gran fluidificacién por
cizallamiento incluso a temperaturas tan altas como 150 °C, lo que indica que el
meibum esta estructurado y es inhomogéneo®. El meibum de bovino y el de
humano es también altamente eléstico, con un médulo elastico mas grande que el
modulo viscoso, con valores entre aproximadamente los 10 >y 10° Paa35°C a1l
Hz*®. Los experimentos de reoldgia oscilatoria mostraron que el meibum es
primariamente elastico hasta los 140 °C. Con la reologia estacionaria y oscilatoria
se demostro un decline drastico en la viscosidad del meibum y en los médulos
elastico y viscoso entre 30 y 36 °C, sugiriendo la presencia y subsecuente fusion

de material cristalino arriba de ese rango de temperatura®.

En un estudio por Leiske et al. la viscoelasticidad de los lipidos meibomiales de
humanos y de animales fueron examinados sometidos a deformacion del tipo
cizalla usando el reémetro de la aguja magnética en un barrido de frecuencias.
Las propiedades viscoelasticas interfaciales de las muestras de lipidos de
humanos, bovinos, koalas, walabis y conejos siguieron el mismo comportamiento,
a presiones superficiales bajas entre 5 y 10 mN/m el material se caracterizé por un
comportamiento elastico; el modulo viscoso fue cero y el modulo elastico
incremento linealmente con la frecuencia®. A una presion superficial de 15 mN/m,
tanto el modulo viscoso como el elastico incrementaron, dominando el
comportamiento elastico®®>. A 20 mN/m los mddulos elastico y viscoso
permanecieron invariantes con la frecuencia, lo cual es un comportamiento

caracteristico de un gel*?.
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Figura 12.Propiedades viscoelasticas de lipidos meibomiales humanos a diferentes
presiones superficiales y en un barrido de frecuencias. Los simbolos cerrados
representan el modulo elastico, los simbolos abiertos el médulo viscoso®.

En un estudio posterior el mismo grupo de investigacion, consideraron los efectos
de la temperatura sobre los lipidos, esto es importante debido a la temperatura de
transicion de los lipidos meibomiales, se aplicaron deformaciones de tipo cizalla y
se mostr6 que, a medida que la temperatura es aumentada, el modulo
viscoelastico es disminuido*’. Las peliculas de lipidos fueron dominadas por el
médulo elastico hasta los 20 °C donde el médulo viscoso comenzé a dominar .
Arriba de los 30 °C el moédulo elastico se volvié tan bajo que no se podia

registrar®*.

Los lipidos meibomiales también se han sometido a deformaciones dilatacionales,
Para emular la compresién y expansion de la pelicula lipidica®. Svitova et al,
utilizaron la configuracion de la burbuja sésil para investigar las propiedades
reoldgicas dilatacionales interfaciales de peliculas gruesas de lipidos extraidos de
lentes de contacto®®. Las peliculas lipidicas exhibieron comportamientos
viscoelasticos al someterse a deformaciones dilataciones radiales pequefias y
uniformes®. Ademas, examinaron como la interaccion de los lipidos con la
proteina modelo de las lagrimas, la lisozima, afecta las propiedades mecanicas,
mostrando que las caracteristicas reologicas interfaciales de las peliculas de

lipidos se ven alteradas por las interacciones con la lisozima®*#%.
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Raju et al en el 2013 usando el método de la gota pendiente examinaron las
propiedades viscoelasticas de peliculas de lipidos meibomiales sometidas a
deformaciones dilatacionales®. Los experimentos fueron realizados a temperatura
ambiente y a temperatura fisiolégica, ademas se analizaron los efectos de alterar
la composicion de las peliculas lipidicas con pequefias cantidades de colesterol y
B-caroteno®. Tanto a 37 y 20 °C, el modulo elastico (E’) fue mas dominante que el
modulo viscoso (E”), indicando que las peliculas lipidicas eran mas soélidas que
fluidas, a pesar de la temperatura® (figura 13). E’y E” fueron dependientes de las
frecuencias, indicando rearreglos moleculares durante las expansiones vy
compresiones®. Las peliculas lipidicas cuya composicién fue alterada mostraron

un pequefio incremento en los médulos®.
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Figura 13. Lipidos meibomiales humanos sometidos a un barrido de frecuencias, a
20 y 37 °C. Los simbolos cerrados representan el médulo elastico (E’) mientras que los
simbolos abiertos representan el médulo viscoso (E”).

Teniendo en cuenta el concepto de que la enfermedad del ojo seco se asocia a
una capa lipidica ineficiente posiblemente causada por un cambio en la
composiciéon del meibum. Se han estudiado los posibles efectos en las
propiedades viscoelasticas de alterar la composicién de los lipidos. Indirectamente
en los experimentos de Leiske et al, al comparar peliculas de lipidos meibomiales
de humanos y de diferentes animales; y en los experimentos de Raju et al al
agregar colesterol y B-caroteno. Directamente, en un articulo de Georgiev et al

donde se examind la reologia dilatacional superficial de muestras de lipidos
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meibomiales de ojos sanos y ojos con disfuncion de las glandulas meibomiales,
usando una palangana de Langmuir, por el método de deformacion-relajacion™®
En estos experimentos la presion superficial fue monitoreada después de aplicada
una compresion pequefia y rapida'®. Las muestras de pacientes enfermos
mostraron algunas caracteristicas similares y otras diferentes en las propiedades
viscoelasticas comparadas con las muestras de pacientes sanos*®. Ambos tipos,
fueron predominantemente elasticos a altas frecuencias (>2.5 X 10?2 Hz), sin
embargo en el rango de 10 a 10° Hz, los lipidos de pacientes enfermos se
volvieron predominantemente viscosos, mientras los lipidos sanos mantuvieron

sus propiedades elasticas®® (Figura 14).
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Figura 14. Dependencia con la frecuencia de las partes real y compleja del médulo complejo
dilatacional para lipidos meibomiales para personas sanas y enfermas a 25°C. Los rombos
azules representan el modulo elastico, los cuadrados rojos el modulo viscoso y los triangulos
verdes la tan ¢. Del Lado izquierdo, los lipidos de personas sanas y del lado derecho los lipidos de
personas enfermas. Para tan ¢ < 1 las muestras son predominantemente elésticas, mientras que
para tan ¢ > 1 las propiedades son dominadas por la viscosidad

El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar las propiedades interfaciales de los
lipidos meibomiales de personas sanas y personas con alguna disfuncion de las
glandulas meibomiales, en el equilibrio, a través de isotermas de presion
superficial/area y de manera dinamica no tan alejados del equilibrio, con la

reologia dilatacional interfacial.
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2 Planteamiento del problema
El sindrome del ojo seco es una de las enfermedades oftalmoldgicas més

comunes. Se trata de una enfermedad multifactorial que resulta en la inestabilidad
de la pelicula lagrimal. De particular interés son los lipidos meibomiales los cuales
constituyen la capa mas externa de la pelicula lagrimal, ya que han sido
identificados como el determinante de sus propiedades viscoelasticas. Entender
las diferencias en las propiedades viscoelasticas de los lipidos meibomiales entre
personas sanas y personas con sindrome del ojo seco podrian ser herramientas

Gtiles para diagnostico asi como para el desarrollo de posibles tratamientos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar las propiedades interfaciales de peliculas de lipidos meibomiales de
personas sanas Yy pacientes diagnosticados con sindrome de 0jo seco en

interfaces aire-agua.

3.2 Objetivos especificos
e Obtener isotermas de presion superficial/area para los lipidos meibomiales.

e Determinar las propiedades reoldgicas dilatacionales de los lipidos
meibomiales en un barrido de frecuencias, usando el método de oscilaciéon

de la gota pendiente.
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4 Materiales y métodos

4.1 Obtencion de lipidos meibomiales
El instituto de oftalmologia Fundaciéon Conde de Valenciana se encargo de reclutar

un total de 19 sujetos, asi como de hacer la recoleccion de los lipidos
meibomiales. Los sujetos fueron sometidos a pruebas diagnésticas para valorar el
estado de la superficie ocular, entre las que se encuentran: 1) Test de calidad de
vida OSDI, 2) Tiempo de rotura de la pelicula lagrimal TRPL, 3) Test de Schirmer,
4) Tincién ocular, 5) Evaluacion del menisco lagrimal, 6) Andlisis de la morfologia
palpebral y de la secrecion de las glandulas de meibomio (Tablas 2 y 3). El grupo
de casos consta de 10 pacientes con disfuncién de las glandulas meibomiales,
siguiendo la clasificacion del International Worshop on Meibomian Gland
Dysfunction (IWMGD), con datos clinicos incluyendo anomalias del margen
palpebral, obstruccion del orificio de salida de glandulas de meibomiales y mala
calidad de secrecion, ademas de sintomas clinicos como prurito, malestar ocular,
lagrimeo y fotofobia. Se excluyeron a sujetos con alguna patologia ocular o
sistémica previa, sujetos con historia de infeccién ocular activa, conjuntivitis
alérgica, enfermedades autoinmunes, usuarios de lentes de contacto, antecedente
de uso de medicamentos topicos, glaucoma y cirugia ocular previa. Asimismo, se
excluyeron a mujeres embarazadas o en periodo de lactancia. Los sujetos control
fueron individuos sanos sin antecedente de cirugias o patologias oculares ni
historia de uso de medicamentos oftalmolégicos tdpicos. El protocolo aqui descrito
se llevo acabo siguiendo las normas de la declaracion de Helsinki, fue aprobado
por el comité de ética del Instituto de oftalmologia Fundacién Conde de
Valenciana, y fue realizado con el consentimiento informado de todos los

participantes.
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Tabla 2.

Resultados de los estudios clinicos de las personas sanas (controles).

0JO SECO FUNCION EVAPORACION TINCION
GLANDULAR QCULAR
Secrecion .
De las Indice de
Puntuacion | Resultado | Morfologia | gléndulas proteccién
0SDI 0sDI Palpebral de TRPL’ | ocular Oxford
meibomio
Control 1 M 10 Normal Normal Oleosa 9 3 16 0
Control 2 45 M 0 Normal Normal Oleosa 12 2.85 1 1.2 0
Control 3 | 27 M 12 Normal Normal Oleosa 12 2.85 10 1.3 0
Control 4 | 40 M 11 Normal Normal Oleosa 10 1.75 1 1 0
Control 5 | 31 M 6.25 Normal Normal Oleosa 9 1.5 10 1 0
Control 6 | 45 F 4 Normal Normal Oleosa 9 1.5 " 1.2 0
Control 7 | 95 F 8 Normal Normal Oleosa 10 1.5 10 1 0
Control 8 | 50 F 10 Normal Normal Oleosa 11 2 " 1.2 0
Control 9 | 52 F 5 Normal Normal Oleosa 11 1.2 " 1 0
Control 10 | 61 F 12 Normal Normal Oleosa 9 1.5 12 1.3 0
Tabla 3. Resultados de los estudios clinicos de los pacientes con 0jo seco (casos).

0JO SECO FUNCION GLANDULAR | EVAPORACION TINCION
QOCULAR
Secrecion :
De las Indice de
Puntuacién | Resultado | Morfologia | glandulas proteccion
0SDI 0sDI Palpebral de TRPL' | ocular Oxford
meibomio
F 25 Leve Normal Pastosa 5 133 8
Caso 2 18 F 13 Leve Normal Pastosa 6 1.18 9 0.2 0
Caso 3 45 M 50 Severo Normal Espesa 3 0.2 8 0.5 Il
Caso 4 27 M 31.2 Moderado Normal Espesa 8 1.06 9 0.3 I
Caso 5 45 M 58 Severo Normal Espesa 5 0.83 9 04 Il
Caso 6 68 M 20 Leve Normal Pastosa 8 1.6 9 0.5 I
Caso 7 53 F 40 Severo Normal Pastosa 3 0.6 8 0.5 Il
Caso 8 65 M 15 Leve Normal Espesa 7 1.16 10 0.6 I
Caso 9 20 F 27 Moderado Normal Espesa 10 2 8 0.5 0
Caso 10 |67 M 56 Severo Normal Pastosa 5 0.83 9 0.5 I

Para la recolecciéon de las muestras de lipidos meibomiales, los 4 parpados de

cada individuo fueron presionados utilizando un hisopo de algodén lo cual resulto

en la extrusion de los lipidos meibomiales por los orificios de las glandulas de

meibomio, la secrecion fue removida pasando una espatula de platino (Figura 15).

Aproximadamente 1 mg de secrecion lipidica fue recolectada por cada individuo, la

cual fue inmediatamente transferida a un vial con 1 ml de cloroformo. Los viales

fueron guardados a -80 °C para su preservacion y posterior transporte.
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Figura 15.Extraccién de lipidos meibomiales de hur‘:1;n053.
Previo a la realizacion de los experimentos con lipidos meibomiales estos fueron
pesados, para lo cual fue necesario evaporar el cloroformo por medio de vacio,
una vez hecho esto fueron resuspendidos en 1 ml de cloroformo y guardados a -

80 °C hasta su uso.

4.2 Método de la gota pendiente

Se utilizo el gonidmetro y tensiometro (ramé-hart 295) con el software DROPimage
Advanced en el modo de gota pendiente para las isotermas de T/A y los
experimentos de reologia interfacial dilatacional.

Una gota de agua destilada y descarbonatada se formé en el extremo inferior de
una punta desechable para pipeta, la cual fue previamente tratada como se
describe mas adelante, la cual se unié a una punta de teflon que a su vez esta
conectada por medio de mangueras a un sistema de dispensacion automatica y a
un oscilador (Figura 16). Los lipidos fueron afiadidos manualmente a la superficie
de la gota con una jeringa de vidrio (Hamilton), para formar una capa. Se dejaron
pasar 5 minutos para que el cloroformo en el que estan disueltos los lipidos se
evaporara, y para que estos se distribuyeran uniformemente. Una vez formada la
pelicula, se ajusto la presion superficial a 25 mN/m para homogeneizar todos los

experimentos, finalmente la superficie se deformo alterando el volumen de la gota.
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Figura 16.Esquema del montaje experimental para el método de la gota pendiente.
4.2.1 Reologia interfacial dilatacional

En el caso de los experimentos de reologia interfacial dilatacional las
deformaciones se llevan a cabo por oscilaciones perioddicas del volumen de la gota
por una funcion de onda sinusoidal. Donde la frecuencia y la amplitud son
controladas. En nuestros experimentos se eligieron 10 frecuencias en un rango de
los 1.26 a los 21 rad/s, y se fijo una amplitud de ~2% respecto al area total de la
gota. Tanto el médulo elastico (E’) como el viscoso (E”) fueron obtenidos para las
muestras de lipidos meibomiales del grupo de los casos y del grupo de los

controles.

4.2.2 Isotermas de presion superficial/area
En este caso, la gota se contrajo, disminuyendo su volumen de manera constante

hasta que un volumen de aproximadamente 5 ul es alcanzado, para luego
aumentar el volumen hasta volver al volumen inicial, se midi6 la presion superficial

como funcién del area.

4.3 Preparacion de las puntas desechables
Las puntas fueron lavadas con etanol y agua destilada. Se dejaron secar para

después darles un tratamiento con plasma, con el fin de remover residuos
organicos y aumentar los grupos hidroxilos incrementando asi la adhesién de las
cadenas de silanos. Las puntas fueron transferidas a un desecador para vacio
colocado dentro de una campana de extraccion. 20 ul de 1H,1H,2H,2H-
perfluorooctyl-triclorosilano fueron depositados en un cubreobjetos en el centro del
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desecador. Las puntas fueron colocadas alrededor del cubreobjetos evitando el
contacto entre ellas. Se retiraron del vacio para ser incubadas 60 °C durante toda
la noche. Por ultimo se les dio un lavado con etanol y agua para remover los

silanos remanentes. Se mantuvieron resguardadas del polvo hasta su uso.

4.4 |sotermas de presion superficial/area con palangana

de Langmuir
La balanza de Langmuir fue llenada con agua destilada. En la superficie del agua

se depositaron 50 pl de la muestra. Formando una gota de muestra en la punta de
una jeringa de vidrio (Hamilton) se toco la superficie del agua con la gota. Antes
de iniciar los experimentos se esperaron 30 minutos para permitir que el
cloroformo se evaporara. La pelicula fue comprimida, reduciendo el &rea
desplazando las barreras movibles a través de la superficie de la balanza. La
compresion se llevé a cabo a una velocidad constante de 5 mm/min, mientras
continuamente se monitoreaba la presion superficial, la cual fue medida utilizando

el método de la placa de Wilhelmy.

4.5 Modelos tedricos

4.5.1 Isoterma de Frumkin
Se utilizé la ecuacion de Frumkin para describir los datos experimentales de T

obtenidos de la palangana de Langmuir y del método de la gota pendiente.
Il = —RTT,[In(1—8) + a'(6)] (10)

4.5.2 Modelo de Lucassen-Tempel
Los datos reologicos obtenidos por el método de la gota pendiente fueron

ajustados con el modelo de Lucassen-Tempel. Una vez obtenida la relacion de la
tensién interfacial con la concentracion a través de la ecuacion de Frumkin, se
calculd la elasticidad instantdnea Eg conforme a la ecuacién 20 en conjuncién con

la ecuacién 10, dando como resultado la ecuacién 22.

dIl dIl (20)
Eo=gmr=™ Tar
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Por ultimo se calcularon los médulos elasticos y viscosos usando las ecuaciones
18y 19
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E E°1+26+2§2 (23)
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Las isotermas obtenidas para los lipidos meibomiales, especificamente control 8 y

5 Resultados

5.1 Isotermas /A

caso 10, se muestran a continuacion (Figura 17).
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Figura 17.lsotermas /A de los lipidos meibomiales. En A y B se muestran las curvas obtenidas
para el control 8, siendo A la curva realizada en la palangana de Langmuir y B la realizada con el
método de la gota pendiente. C y D son las curvas del caso 10, realizadas con la palangana de
Langmuir y el método de la gota pendiente, respectivamente.

Durante la compresion, todas las isotermas mostraron un aumento continuo de la
presion superficial a medida que el area se reducia, aunque en la isoterma del
Control 8 (Figura 17a) se pueden observar inflexiones. Las curvas de expansion

exhibieron histéresis. Se realizaron varios ciclos de compresion-expansion y se
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obtuvieron comportamientos similares entre las diferentes curvas. En ninguna de
las curvas se puede contemplar el colapso de las peliculas de lipidos. Las
isotermas obtenidas por ambos métodos fueron similares mas no completamente
iguales, sin embargo, las isotermas con el método de la gota pendiente alcanzaron
presiones superficiales maximas de entre 45-55 mN/m, resultando mas altas que

las obtenidas con la otra metodologia.

Como una primera aproximacion se utilizo la isoterma de Frumkin para describir

los datos experimentales obtenidos (Figura 19).
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Figura 18. Isotermas de adsorcion. A la izquierda control 8, a la derecha caso 10. En azul se
muestran los resultados obtenidos de la palangana de Langmuir con el plato de Wilhelmy, en rojo
los resultados por el método de la gota pendiente y la linea negra continua representa el ajuste con
la isoterma de Frumkin.

39



5.2 Propiedades reoldgicas dilatacionales interfaciales de
los lipidos meibomiales

Los resultados de los experimentos de reologia interfacial (Figura 18) indican que,
en la mayoria de los casos y controles el modulo elastico fue mas dominante que
el modulo viscoso sobre todo el rango de frecuencias. Se puede observar como
los modulos de casos y controles se distribuyen en una area de presiones
superficiales de entre ~70 mN/m y 200 mN/m para el modulo E’, y entre ~20 mN/m
y ~50 mN/m para el modulo E”, 3 de los casos (caso 2,5y 10) se encuentran fuera

de estas regiones.
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Figura 19.Propiedades reologicas de lipidos meibomiales de personas sanas y personas con
disfunciones de las glandulas de meibomio. En A se muestra el modulo elastico E’ de cada
caso (Circulo sélido rojo) y control (Circulo azul sin relleno) estudiado a diferentes frecuencias. En
B, el modulo viscoso E” de casos y controles a diferentes frecuencias. Cada punto representa la
media aritmética de 3 repeticiones realizadas.

Los datos de reologia dilatacional interfacial obtenidos por el método de la gota

pendiente fueron ajustados al modelo de Lucassen Tempel (Figura 20).
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Figura 20.Datos del médulo elastico E’ y modulo viscoso E” ajustados al modelo de
Lucassen-Tempel. A la izquierda, los resultados obtenidos para el modulo elastico E’ y para el
modulo viscoso E” para el control 8. A la derecha, los resultados obtenidos para el modulo elastico
E’ y para el médulo viscoso E” para el caso 10. Los circulos solidos rojos representan E’, los
circulos solidos azules son los valores de E”, la linea roja continua es el ajuste al modelo de
Lucassen-Tempel para E’ y la linea azul continua representan la el ajuste al modelo de Lucassen-

Tempel para E”.
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6 Discusion
6.1 Isotermas de presion superficial/Area
De las isotermas presion superficial/area realizadas de los lipidos meibomiales
tanto de personas sanas como de personas con disfunciones de las glandulas
meibomiales, podemos inferir de manera general que, los lipidos resultaron
bastante compresibles y no colapsaron a altas presiones superficiales, en los
ciclos de expansion mostraron histéresis, y durante ciclos sucesivos de
compresidn-expansion las curvas siguieron comportamientos similares en las
repeticiones, informacion que coincide con datos publicados previamente 8323643,
Se sugiere que estas propiedades son debidas a la interaccion que se da entre
los componentes del meibum en la interface. Como se sefialé anteriormente la
compresion de las capas lipidicas genera el rearreglo de las moléculas en la
interface, lo cual ha sido verificado para el caso de peliculas de lipidos
meibomiales a través de los resultados obtenidos por microscopia de angulo de
Brewster'®323 A presiones superficiales muy bajas los lipidos meibomiales no
forman monocapas, si no que se pueden encontrar regiones gruesas con lipidos
agregados y otras con capas delgadas de lipidos, probablemente de una molécula
de ancho, a medida que la presién superficial aumenta estas regiones delgadas
desapareceren'®. Esta formacion reversible de multicapas podria ser la causa de
falta de colapso de las peliculas de lipidos meibomiales**. Cambios en la
composicién de las lipidos podria provocar peliculas de lipidos meibomiales que
colapsan®®, esto no se ha reportado en estudios clinicos, lo cual se corrobora con
las isotermas que realizamos de lipidos meibomiales de pacientes enfermos los
cuales tampoco mostraron colapso, coincidiendo con lo visto por Georgiev et al,
por lo que capas de lipidos meibomiales se adaptan a cambios en la composicion.
Las capas de lipidos meibomiales sufren diferencias en la organizacion de las
moléculas durante la compresion, y desorganizacion de las moléculas durante la
expansion, debido a que las estructuras formadas durante la compresion no
regresan a su estado original una vez llevada a cabo la expansion, se provoca la

histeresis**. Ademas el hecho de que las curvas sigan caminos similares después
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de los ciclos de compresién expansion sugiere que se trata de una capa estable®.
In vivo la capa lipidica esta sometida a diferentes tipos de deformaciones y sujeta
a grandes presiones superficiales, por ejemplo durante la parpadeo, por lo que el
conjunto de estas propiedades serian las responsables de mantener la estabilidad

de la capa lipidica.

En nuestros resultados observamos diferencias entre las isotermas del caso y el
control usando la palangana de Langmuir, la curva del control presento
irregularidades, lo que sugiere una coexistencia de fases durante la compresion.
Mugdil & Millar observaron discontinuidades en las isotermas de lipidos
meibomiales de personas sanas a 20 °C*, mientras que Georgiev et al
compararon lipidos de gente sana y pacientes enfermos no reportaron cambios de
fase'®. Es importante mencionar que la forma de las isotermas cambia con la
velocidad de compresion, de ahi las diferencias entre las distintas isotermas
reportadas. Las isotermas 1/A fueron realizadas solo una vez para un caso y un
control (caso 10 y control 8), por lo que mas repeticiones son necesarias a fin de

gue podamos corroborar lo observado.

Ademas de las isotermas realizadas con la palangana de langmuir se obtuvieron
isotermas por el método de la gota pendiente, esta técnica ha sido solo utilizada
para el andlisis de meibum de bovino por Miano et al. A nuestro conocimiento este
es el primer reporte de isotermas de lipidos humanos por esta técnica. La ventaja
de usar esta técnica es que nos permitio utilizar poca muestra, teniendo en cuenta
qgue la cantidad de meibum que se puede obtener de una sola persona es muy
baja. Usualmente en los analisis de lipidos meibomiales se recolectan muestras de
diversas personas y se juntan con el fin de tener mas muestra disponible para los
experimentos. Los datos que nosotros obtuvimos corresponden a los lipidos
extraidos de una sola persona, por lo que podriamos relacionar los datos
obtenidos con la informacién clinica que se tiene para cada caso y control.
Asimismo esta técnica, nos permitio alcanzar presiones superficiales mas altas
que con la palangana de Langmuir. Si bien la técnica de la gota pendiente ha sido

adaptada para medir presion superficial, encontrando una excelente

43



correspondencia entre este método y de la palangana de langmuir®, en nuestros
experimentos los resultados de la palangana y de la gota pendiente fueron
similares mas no completamente iguales, por lo que es necesario realizar mas

experimentos.

Para le ajuste de los datos por la isoterma de Frumkin, cuando a’ tiene un valor de
cero se convierte en la isoterma de Langmuir, usando esa aproximacion obtuvo
poca convergencia con los datos experimentales. Un mejor ajuste es obtenido
cuando a>0, lo que nos sugiere que existen interacciones entre las moléculas

adsorbidas.

6.2 Reologia interfacial
Todos nuestros experimentos de reologia interfacial fueron realizados a una

presion superficial de 25 mN/m con el fin de tener consistencia en nuestros
resultados. Si bien se desconoce la presion superficial de los lipidos en los ojos, a
™18 mN/m las peliculas de lipidos meibomiales adoptan por completo una
estructura de multicapa®, y se sugiere que podrian ser las multicapas
caracteristicas de la capa lipidica in vivo*®. La concentracién del meibum humano
se aproxim6 a 1 mg/ml por la dificultad en la obtencion y la poca cantidad que se
extrae, pero se conoce que las capas lipidicas formadas de diferentes cantidades
de meibum son funcionalmente similares al comprimirse para alcanzar presiones

superficiales comparables, segun los experimentos de Butovich et al®".

Los resultados de este trabajo indican que, in vitro en un rango de frecuencias de
1.26 a los 21 rad/s, los lipidos meibomiales en una interface aire-liquido sometidos
a deformaciones dilatacionales tuvieron un comportamiento elastico. Indicando
que las peliculas lipidicas eran mas parecidas a solidos suaves que a fluidos.
Coincidiendo con los resultados obtenidos por Raju et al. usando también el
método de la gota pendiente®, los de Leiske et al. donde los lipidos fueron
sometidos a una deformacién del tipo cizalla®’, y los de Georgiev et al. donde los
lipidos de personas sanas y personas con deficiencias de las glandulas
meibomiales fueron sometidos a deformaciones del tipo dilatacional. En este

ultimo estudio, estudiaron frecuencias de 10° a 1 Hz. La principal diferencia que

44



encontraron fue que a frecuencias muy bajas de 10* a 10° Hz, los lipidos de
personas enfermas tuvieron un comportamiento dominado por el modulo viscoso
18 La diferencia de frecuencias entre los experimentos seria la causa de que

nosotros no encontraramos esta diferencia entre personas sanas y enfermas.

Las deficiencias de las glandulas meibomiales pueden tener diversas causas, por
ejemplo una infeccion, y las muestras colectadas provienen de personas cuyo
origen de la enfermedad es diferente, por lo que se podria buscar relacion entre

los casos 2, 5y 10; y alguna causa en patrticular.

Los datos obtenidos para el modulo elastico y viscoso fueron ajustados al modelo
de Lucassen-Tempel. Se mostré un de proceso de relajacion evidente, ya que se
encontraron valores de la difusién de las moléculas adsorbidas en la interfaz, para
el control de 1.50x10°® m?/s, y de 9x10° m%s para el caso. Siendo esta la principal

diferencia observada a través de este modelo.
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7 Conclusiones y perspectivas
Este trabajo de tesis nos permitio estudiar las propiedades interfaciales de los

lipidos meibomiales de personas sanas (controles) y personas sufriendo de alguna
afeccion de las glandulas meibomiales (casos). Encontramos diferencias entre las
isotermas T1/A del control 8 y el caso 10, en el control se observa una
protuberancia lo que nos sugiere una coexistencia de fases en esta pelicula
lipidica, se pretende realizar un nimero mas grande de repeticiones para poder
establecer una diferencia significativa entre casos y controles, ademas teniendo en
cuenta que la forma de estas isotermas cambia con la velocidad a la que se
comprimen las peliculas lipidicas es necesario que estos experimentos se realicen
también a diferentes velocidades, con el fin de ver el comportamiento de las
peliculas lipidicas en distintas condiciones. Estamos a la espera de mas muestras
ya que para estos experimentos se necesita mucha cantidad de lipidos, en este
sentido el método de la gota pendiente resulta ser mas conveniente ya que para
cada experimento se necesitaron solo 2 pl, lo que nos permitid realizar mas
experimentos.

Con los experimentos de reologia dilatacional interfacial encontramos que las
peliculas lipidicas tanto de los controles como de los casos, tienen un
comportamiento dominado por el modulo elastico, en las frecuencias estudiadas el
modulo viscoso fue muy pequefio, por lo que se propone explorar frecuencias mas
bajas usando el método de la gota pendiente realizando experimentos de
deformacion-relajacion. Adicionalmente se encontraron 3 casos (2, 5 y 10), los
cuales podrian tener relacion con alguna causa en particular del ojo seco, se
buscara conectar la informacion que se obtiene de los pacientes con los
resultados obtenidos. Se propone realizar experimentos con muestras de
pacientes con alguna infeccion, antes, durante y después de su tratamiento, para
ver si existen diferencias en sus propiedades reologicas.

Las técnicas aqui utilizadas son para el estudio de monocapas, y los lipidos
meibomiales no forman si no multicapas, por lo que se proponen experimentos de

reologia de bulto. Los resultados obtenidos son herramientas para entender la
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estructura de la capa lipidica en estados de salud y enfermedad, lo que resulta util

para diagnostico asi como para el desarrollo de posibles tratamientos.
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