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Determinacion de pH por colorimetria en muestras pequefas de lagrima. Método
simple para medicién en enfermedades oftalmoldgicas de la superficie ocular anterior
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No existen métodos sencillos en la prdctica clinica
para cuantificar el pH de ladgrima. El objetivo fue
estandarizar un método para la determinacion
del pH en pequenas muestras de ladgrima de
pacientes. Se construyd una escala colorimétrica
en un rango de pH de 6 a 8.0 utilizando como
indicador azul de bromotimol, con KH,PO, 0.1M
(constante) y volumenes ascendentes de NaOH
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0.1M. El método se validé en 20 ulL de ldgrima de
73 sujetos, en quienes permitid distinguir cambios en
el pH de 0.2 en 0.2 en un rango de 6.0 a 8.0 con un
coeficiente de variacion intrasujeto de 0.8 a 4.0%.
El método aqui presentado, es preciso, con baja
variacién interensayo. Esto, aunado a su simpleza,
bajo costo y poco volumen de muestra necesario, lo
convierten en una alterativa para el monitoreo del
pH de la ladgrima, ya sea en la cama del paciente o

el consultorio.
ABSTRAC

There are no simple methods in clinical practice to
quantify tear pH. Our objective was to standardize
a method for the determination of pH in small
tear samples of patients. A colorimetfric scale
was constructed in a pH range of 6 to 8.0 using
bromothymol blue as indicator, with 0.1M KH,PO,
(constant) and ascending volumes of 0.1M NaOH.
The method was validated in 20 uL of tear of 73
subjects, in whom it was possible to distinguish
changes in the pH from 0.2 in 0.2 in a range of 6.0
to 8.0 with a coefficient of infrasubject variation of
0.8 to 4.0%. The method presented here is precise,
with low inter-assay variation. This, combined with its
simplicity, low cost and small sample volume, make it
an alternative for monitoring the pH of the tear either,
in the patient’s bed or in primary care.

INTRODUCCION

El pH de la ldgrima normal se considera de 7.45,
con un rango entre 7.14 y 7.82 (Carney & Hill, 1976;
Holly & Lemp, 1977). El mantenimiento del pH de la
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I&dgrima dentro del rango fisioldgico por el sistema de
amortiguacién contribuye a mantenerla homeostasis
del segmento o superficie ocular anterior del ojo
(Carney, Mauger, & Hill, 1989). En pacientes con
uso extendido de lentes de contacto, el pH tiende a
disminuir, lo que tiene implicaciones en el desarrollo
de patologias e infecciones (Carney, Mauger, &
Hill, 1990). Oftras situaciones en las que cambia el
pH lagrimal es en el post-operatorio de cirugia de
catarata (Thygesen & Jensen, 1987), y con el uso
de lubricantes oculares como la hipromelosa, cuyo
pH es alcalino (8.34) (Rahman, Chuah, Macdonald,
Trusler, & Ramaesh, 2012).

Los cambios anormales del pH de la lagrima
pueden afectar el grado de ionizacion de fdrmacos
topicos (lwata, 1973; Longwell, Birss, Keller, & Moore,
1976), alterar la barrera epitelial y los mecanismos
anti-adherencia contra patdégenos, 1o que
aumenta el riesgo de infecciones (Bergmanson,
Séderberg, & Estrada, 1987; Fleiszig, Zaidi, Ramphal,
& Pier, 1994), asimismo, podrian favorecer cambios
conformacionales en proteinas (Rahman et al.,
2012), alterar las propiedades de la pelicula lagrimal
(Murube, Paterson, & Murube, 1996), y contribuir
a la aparicién de patologias oculares como
Ulceras corneales, penfigoide, distrofia endotelial,
conjuntivitis alérgica, estenosis de la via lagrimal vy
queratitis, entre otfras enfermedades del campo
de trabajo del cirujano oftalmdlogo y optometrista
(Sullivan, Dartt, & Meneray, 1996).

Por tanto, en la prdctica clinica de la oftalmo-
logia y optometria se requiere un método simple y
répido para la medicién de pH a partir de volume-
nes pequenos de ldgrima. En especial porque en
condiciones basales la ldgrima puede obtenerse en
poco volumen y no debe estimularse el lagrimeo re-
flejo para poder conocer el pH real de la ldgrima.
Un método éptimo para la determinacién del pH en
ldgrima es el colorimétrico, que se basa en cambios
de coloracién de un indicador de pH, en este caso
azul de bromotimol, al mezclarse con una muestra
de lagrima.

El azul de bromofimol es un colorante con
propiedades de dcido o base débil, cuya forma
disociada tiene diferente color ala forma sin disociar,
ello se debe a que estd formado por sistemas
resonantes aromdticos, que pueden modificar la
distribucién de carga segun la forma que adopten.
Esta alteracion por el desplazamiento hacia una
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forma mds o menos disociada hace que la absorcion
energética del sistema se modifique y con ello el
color cambie su intensidad de acuerdo con los
cambios del pH (Izquierdo-Sanudo, Peral-Ferndndez,
Plaza-Pérez, & Trotino-NUnez, 2003).

El presente frabajo tiene como finalidad
estandarizar un método colorimétrico para la
determinacién del pH en pequeias muestras de
ldgrima de pacientes utilizando azul de bromotimol.

IALES Y METODOS

a) Instrumentacion

Se utilizd un espectrofotdmetro marca Clima
Plus (RAL-Barcelona, Spain) para la lectura de
absorbancias de las soluciones, tanto de las curvas
de calibracién como de las muestras de lagrima.
También se utilizd el potencidmetro portdtii modelo
HI 8215 MV/°C (Hanna, Madrid, Espana) como
herramienta para medir el pH de las soluciones de la
curva colorimétrica.

b) Reactivos

Se utilizaron los siguientes materiales y reactivos:
fosfato monobdsico de potasio 0.1M (KH,PO,; 3246-
01, JT Baker, Center Valley, PA, EE. UU.), hidroxido de
sodio 0.1M (NaOH, 6697-01, JTBaker, Center Valley, PA,
EE. UU.), azul de bromoftimol (114413, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE. UU.), etanol absoluto (8025.1000,
JT Baker, EE. UU., Center Valley, PA, EE. UU.) y agua
destilada desionizada (AG4029-4220-20, JT Baker,
Center Valley, PA, EE. UU.). Se prepard una solucién
0.1% de azul de bromofimol mds etanol (relaciéon
1:10) con 0.1 gr de azul de bromotimol mds 1 mL de
etanol absoluto.

c) Preparaciéon de la escala colorimétrica en un
rango de pH de 6-8

Para la construccién de la escala colorimétrica en
un rango de pH de 6 a 8.0 primero se selecciond
un indicador (azul de bromotimol) con actividad
idnica en este rango de pH, sensible a cambios de
0.2 en 0.2 (tabla 1). Para ello se prepararon 11 fubos
con un rango de pH conocido (6.0 — 8.0), utilizando
un volumen constante de fosfato monobdsico de
potasio (KH,PO,) 0.1M (pH= 5.4 a 25 °C) mezclado
con volumenes ascendentes de hidroxido de sodio
0.1My ajustdndose a 5 ml con agua destilada (tabla
2). El cambio del pH con la adicién de cantidades
ascendentes de NaOH vy su ajuste al valor deseado
fue verificado por el potencidmetro. Posteriormente
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se adicionaron 100 uL de azul de bromotimol a cada  en donde permanecid el color estable por al menos

tubo vy tras una agitacién en el vértex 30 segundos 2 h a temperatura ambiente. Una vez obtenida la

se logré que la mezcla adquiriera un color desde escala colorimétrica se valord la absorbancia del

amarillo (a pH 6.0) hasta azul (a pH 8.0; figura 1A), vire de color utilizando un espectrofotémetro UV
visible (tabla 3).

Tabla 1
Indicadores, colores y rango de Util pH (lzquierdo-Safudo, Peral-Ferndndez, Plaza-Pérez, & Trotino-NUnez, 2003)

Nombre comun pK Color pH minimo Color pH mdximo
Azul de fimol 1.7 Rojo 1.2 Amairillo 2.8
Anaranjado de metilo 3.5 Rojo 3.1 Amairillo 4.4
Verde de bromocresol 4.7 Amairillo 3.8 Azul 5.5
Azul de bromofenol 4.0 Amarillo 3.0 Azul 4.6
Rojo de metilo 5.1 Rojo 4.2 Amairillo 6.3
Rojo de clorofenol 6.0 Amairillo 5.1 Rojo 6.7
PUrpura de bromocresol 6.2 Amarillo 5.4 PUrpura 7.0
Azul de bromotimol 7.0 Amairillo 6.0 Azul 8.0
Rojo de fenol 7.9 Amarillo 6.8 Rojo 8.4
Rojo de cresol 8.3 Amairillo 7.2 Rojo 8.8
Azul de fimol 8.9 Amarillo 8.0 Azul 9.6
Fenolftaleina 9.7 Incoloro 8.3 Rojo 10.0
Timolftaleina 9.9 Amarillo 9.3 Azul 10.5
Rojo neutro 6.85 Amairillo 6.8 Naranja 8.0

Nota: Elaboracion propia.

Tabla 2
Preparacién de soluciones para la escala colorimétrica

No. de tubo pH a preparar KH,PO,0.1 M NaOHO0.1 M H,O destilada
1 6.0 5mi 0.6 ml 4.4 ml
2 6.2 5mi 0.8 ml 4.2 ml
3 6.4 5ml 1.2 ml 3.8ml
4 6.6 5ml 1.7 mi 3.3 ml
5 6.8 5ml 2.3 ml 2.7 ml
6 7.0 5ml 2.9m 2.1 ml
7 7.2 5ml 3.4 ml 1.6 ml
8 7.4 5ml 3.9 ml 1.1 ml
9 7.6 5ml 4.2 ml 0.8 ml
10 7.8 5ml 4.5 ml 0.5 ml
11 8.0 5ml 4.6 ml 0.4 ml

Adicionar en 1° lugar Adicionar en 2° lugar Adicionar en 3° lugar

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 1. A) Adquisicidon de colores segun el nivel de pH en la mezcla.
B) Escala de colores de referencia en el rango de pH 6.0-8.0.
Elaboracion propia.

Tabla 3
Absorbancia a 445 nm segun la escala de pH

pH Absorbencia a 445 nm
6.0 0.106
6.2 0.127
6.4 0.144
6.6 0.184
6.8 0.242
7.0 0.339
7.2 0.398
7.4 0.407
7.6 0.55
7.8 0.654
8.0 0.770

Nota: Elaboracién propia.

d) Extraccién de la muestra de lagrima

Las muestras de lagrimas se recolectaron durante un
periodode 3h (entrelas8:00y 11:00 a. m.) delmenisco
lagrimal inferior sin tocar el ojo ni los pdrpados con
una pipeta manual con bulbo (BRAND®, nUmero
de catdlogo BR747775; Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania). En fotal se obftuvo una
muestra de 20 ul por vez. Inmediatamente después
de la recoleccion las muestras se colocaron en el
tubo correspondiente para la cuantificacion del pH.

Todos los sujetos incluidos eran individuos sanos,
con peso hormal, menores de 30 anos porque en
este grupo de edad son comunes alteraciones
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Tabla 4
Caracteristicas generales de los sujetos de estudio

Caracteristicas de los Total (n=50)
sujetos
Edad (anos) 20.5+0.5(18.8-22.2)

% femeninos/masculinos 50/50

IMC 22.78 + 1.2 (18.1-24.2)
Peso (kg) 69.25+ 8.9 (54.9-94.7)
Talla (m) 1.78£0.9 (1.59-1.82)

Nota: Los valores se presentan como media, = DE, rango o porcentaje
cuando asi se indica.
Elaboracién propia.

gue cursan con cambios en pH como es el uso de
lentes de contacto. Fueron excluidos pacientes
gue padecian enfermedades sistémicas como
diabetes mellitus, hipertensién, falla renal crénica
o neoplasias. También aquellos con diagndstico
previo de enfermedades oculares tipo infecciosas,
inlamatorias, alérgicas, congénitas ni glaucoma,
o patologias corneales o que a la exploracion
fisica tuvieron signos de enfermedades del ojo. Las
caracteristicas demogrdficas y antropométricas de
los participantes se presentan en la tabla 4.

El tamano de muestra se calculd con el
software MedCalc (MedCalc, Ostende, Bélgica)
de acuerdo con las recomendaciones de Machin y
Campbell para estudios de coeficiente de variacion
para mediciones por duplicado; con infervalo de
confianza de 95%, coeficiente de variacion mdaximo
esperado de 6% con ancho de intervalo de confianza
de 4%, dando una n minima de 21. Sin embargo, se
incluyeron mds pacientes a peticién de los revisores
(Machin, Campbell, Tan, & Tan, 2009).

e) Consideraciones éticas

El presente estudio se realizd de acuerdo a las
recomendaciones para investigaciéon médica en
seres humanos establecidas en la declaracién de
Helsinki y al reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacidn en Seres Humanos
de los Estados Unidos Mexicanos. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de
la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

RESULTADOS

A partir de las lecturas de absorbancia del
espectrofotbmetro de cada uno de los 11 tubos
con cantidades de fosfato de sodio monobdsico e
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hidréoxido de sodio, se construyd una curva que dal
compararse con el pH de soluciones conocidas se
obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.94 (figura
2). Por tanto, se construyd una regleta de colores
de referencia (figura 1B) y, con base en el color
adquirido en la mezcla ldgrima-solucién indicadora,
se obtuvo el valor de pH de cada paciente.

Para evaluar el desempeio del método en
ldgrima de humano se determind el pH en lagrima
de 50 sujetos sanos por triplicado, colocando 20 ul de
ldgrima en la mezcla de KH,PO,0.1 M, NaOH 0.1 My
agua destilada (tabla 5). El coeficiente de variacion
(% CV) oscilé de 0.8 a 4.4, con un promedio de 2.5%.
Se pueden observarlos valores de pH por triplicado, la
media de las tres mediciones, la desviacion estdndar
de las tres medidas y el porcentaje de variacion de
las tres lecturas, donde se puede demostrar que la
variacion tuvo como mayor valor 4.4% y como menor

Tabla 5
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valor 0.8%, con lo que se obtuvo el coeficiente de
variacién intrasujeto.

Figura 2. Curva de absorbancia segin la escala de pH (* a 445 nm).
Elaboracién propia.

Lecturas de pH de Iagrima por triplicado de 21 pacientes sanos, con su media, DS y %CV intrasujeto

pH 1 pH2 pH3 Media de tres  DE de fres lecturas % CV infrasujefo
lecturas

1 7.3 7.5 7 7.3 0.3 3.5
2 7.4 7.6 7.3 7.4 0.2 2.1
3 7.5 7.8 7.2 7.5 0.3 4

4 7.2 7.7 7.2 7.4 0.3 3.9
5 7.5 7.4 7.4 7.4 0.1 0.8
6 7.6 7.4 7.3 7.4 0.2 2.1
7 7.1 7.3 7.4 7.3 0.2 2.1
8 7.5 7.5 7.3 7.4 0.1 1.6
9 7.4 7.3 7.2 7.3 0.1 1.4
10 7.3 7.2 7.2 7.2 0.1 0.8
11 7.5 7.5 7.2 7.4 0.2 2.3
12 7.4 7.6 7.4 7.5 0.1 1.5
13 7.2 7.4 7.3 7.3 0.1 1.4
14 7.4 7.5 7.4 7.4 0.1 0.8
15 7.5 7.4 7.3 7.4 0.1 1.4
16 7.6 7.3 7.3 7.4 0.2 2.3
17 7.1 7.4 7.2 7.2 0.2 2.1
18 7.2 7.4 7.1 7.2 0.2 2.1
19 7.5 7.3 7.3 7.4 0.1 1.6
20 7.6 7.2 7.4 7.4 0.2 2.7
21 7.5 7.5 7.4 7.5 0.1 0.8
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]

Continuacion de la tabla 5

22 7.8 7.5 7.2 7.5 0.3 4

23 7.4 7.4 7.6 7.5 0.1 1.5
24 7.3 7.6 7.4 7.4 0.2 2.1
25 71 7.3 7.4 7.3 0.2 21
26 7.2 7.4 7 7.2 0.2 2.8
27 7.3 7.2 71 7.2 0.1 1.4
28 7.4 7.6 7.8 7.6 0.2 2.6
29 7 7 7.2 71 0.1 1.6
30 7.4 7.4 7.2 7.3 0.1 1.6
31 7.6 7.3 7.5 7.5 0.2 2

32 7.8 7.4 7.6 7.6 0.2 2.6
33 7.8 7.4 7.6 7.6 0.2 2.6
34 7.4 7 7.2 7.2 0.2 2.8
35 7 7.2 6.8 7 0.2 29
36 7.4 6.8 7.2 71 0.3 4.3
37 7 6.6 6.8 6.8 0.2 2.9
38 7.2 6.8 6.6 6.9 0.3 4.4
39 7.6 7.8 8 7.8 0.2 2.6
40 7.4 7.2 6.8 71 0.3 4.3
41 7 6.8 7.4 71 0.3 4.3
42 6.8 7 7.2 7 0.2 29
43 7 7.6 7.4 7.3 0.3 4.2
44 6.8 6.6 7 6.8 0.2 29
45 7.2 7 6.6 6.9 0.3 4.4
46 7.4 7 7.2 7.2 0.2 2.8
47 7 7.2 7.4 7.2 0.2 2.8
48 7.6 7.8 7.4 7.6 0.2 2.6
49 7.6 7.4 7.2 7.4 0.2 2.7
50 7 7.6 7.2 7.3 0.3 4.2
Promedio 7.3 7.3 7.3 7.3 0.2 25

Nota: DE= Desviacion estandar, % CV= Coeficiente de variacion.

Elaboracién propia.
DISCUSION

Este estudio aporta un método simple no invasivo
para cuantificar pH de ldgrima en humanos, que
podria ayudar a detectar cambios en pacientes con
patologias oftalmoldgicas de la superficie ocular
anterior. El método descrito es altamente preciso
con desviaciones estdndar bajas y coeficientes
de variacion intraensayo inferiores a 3%, lo que,
aunado a su simpleza y bajo costo, lo convierten en
una alterativa para el biomonitoreo en el hospital
o en el consultorio. Las patologias que cursan con

desviaciones del pH de la Iadgrima son la presencia
de infecciones, rosdceaq, alergia, ojo seco.

Las desviaciones anormales de pH, ademds de
predisponer a estas patologias, podrian afectar la
respuesta terapéutica a antibidticos y la intolerancia
a lentes de contacto. Por tanto, el monitoreo del
pH en la prdactica clinica podria ser de gran utilidad
(Coles & Jaros, 1984; Pinna, Usai, Sechi, Carta, &
Zaneftti, 2011; Yetisen, Jiang, Tamayol, Ruiz-Esparza, &
Zhang, 2017). Ademds, en usuarios Nuevos o cronicos
de lente de contacto, conocer y modular el pH de
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la ladgrima podria favorecer una adaptacidon mds
suave al lente, dado que la aceptacidon de este
es mds confortable en aquellos casos en que el pH
es mds alcalino (cercano a 8.0) (Motolko & Breslin,
1981).

Pocos métodos se han desarrollado para evaluar
el pH enlalagrima, entre los que se encuentran el uso
de un microelectrodo de cristal colocado en el férnix
lateral inferior, que después de 5 a 10 s de periodo
de estabilizaciéon hace la lectura del pH; misma
que se realiza por triplicado y se obfiene una media
(Coles & Jaros, 1984). Sin embargo, este método es
considerado invasivo pues se infroduce en el saco
conjuntival inferior y es probablemente afectado
por las capas totales de la pelicula lagrimal y por el
metabolismo de las células epiteliales (Coles & Jaros,
1984). Ademds, existe riesgo de tocar la conjuntiva
con el microelectrodo y en consecuencia estimular
el parpadeo reflejo e inducir la liberacion de una
mayor cantidad de ladgrima refleja, afectdndose asi
la obtencion de ladgrima basal (Abelson, Sadun, Udell,
& Weston, 1980). A diferencia de lo que ocurre con el
microelectrodo, con el método aquireportado no se
estimula la respuesta refleja porque se toma ladgrima
basal y aun mds, por su sencillez y bajo costo, tiene el
potencial de transferir a un método colorimétrico de
aplicacion a la prdctica clinica diaria.

Carney et al. (1989) reportaron un método
mediante una cdmara cerrada con microelectrodos
y temperatura estabilizada (36 °C) para la medicién
de pH de lagrima con alta precisidon y exactitud, al
comparar las lecturas con las de seis buffers estGndar
de pH conocido (Carney et al., 1989). Sin embargo,
el uso de microelectrodos para la medicidon de pH
no se ha fransferido a un dispositivo comercializable
y por ello no se utiliza en la prdctica clinica diaria.

En ofro estudio Avetisov, Safonova, Novikov,
Pateiuk y Griboedova (2014) disenaron tiras reactivas
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conpapeltornasolquetraslacolocaciondelaldgrima
cambiaban de color, después de lo cual mediante
un programa computacional determinaban el pH
analizando los colores adquiridos por la tira, esto
debido a que el papel tornasol adquiere tonalidades
(segun el pH) dificiles de diferenciar a simple vista,
que hacen indispensable el uso de dicho programa
(Avetisov et al., 2014). Con el método reportado en
el presente trabajo, por realizarse con soluciones, se
obtienen colores mds nitidos y homogéneos en el
tubo Eppendorf o de ensaye, que son mds fdciles de
interpretar al compararlos con la escala de colores
de referencia.

El método aqui reportado deberd aplicarse en
estudios ulteriores de réplica en muestras de ldgrima
de pacientes con enfermedades que afecten la
superficie ocular anterior del globo ocular, para
obtener valores de referencia y de prediccién de
alteraciones del ojo. Asimismo, seria importante
trasferir este principio a una prueba disponible para
el consultorio del optometrista y el oftalmdlogo.

CONCLUSIONES

Se establecié un método colorimétrico sirnple no
invasivo para estimacion del pH, basado en cambios
de coloracion al mezclar una muestra de ladgrima
con una solucién que contiene azul de bromotimol,
lo cual permitird estudios ulteriores de réplica en
muestras de ldgrima de pacientes con enfermedades
que afecten la superficie ocular anterior del ojo para
estimar su impacto como biomarcador clinico.
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