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Evaluacion de la actividad proteolitica de una solucion
empleada en la limpieza de lentes de contacto:
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Fvaluation of the proteolytic activity of a solution used for contact lens
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RESUMEN

En cada ldgrima existe una alta concentracion de proteinas y en la mayorfa de los materiales

empleados en lentes de contacto estas se adhieren, y ello genera depésitos e incomodidad en el

usuario. De ahf que sea necesaria la limpieza de los lentes para asegurar la eliminacién de tales

depésitos. Uno de los métodos mis efectivos es la desproteinizacion, mediante la actividad proteo-

litica de las proteasas. Objetivos: evaluar la actividad proteolitica de una solucién empleada en la

limpieza de lentes de contacto, como proyecto final de aula del espacio académico Bioquimica,

del programa de Optometria de la Universidad de La Salle. Materiales y métodos: se desarrolla-

ron cuatro ensayos con diferentes concentraciones de la solucién limpiadora frente a la misma

concentracion de solucion de albtimina. Se utilizé el reactivo de Biuret y el espectrofotémetro

PRIM. Asf mismo, se repitieron los mismos ensayos, pero esta vez se utiliz6 como disolvente de

los reactivos la solucién indicada por el fabricante. Resultados: se encontré una disminucion en

la absorbancia en las soluciones de albiimina tratadas con las diferentes concentraciones de la

solucion limpiadora, lo que indica su actividad proteolitica. La actividad enzimédtica no se altera

al usar agua destilada en lugar de la solucion indicada. Conclusiones: se encontré degradacién de ~ Palabras clave: protea-
proteinas por accién de la solucion limpiadora en los ensayos realizados. Se considera importante  sas, depésito de protei-
el uso de soluciones con actividad proteolitica en la limpieza y cuidado de lentes de contacto.  nas, limpieza de lentes
Se recomienda su empleo entre los usuarios de estos. de contacto.
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ABSTRACT

In each tear, there is a high concentration of proteins that get attached to most of the ma-

N
(-

terials used in contact lenses, which generates deposits and causes discomfort in the user.
Hence, it is necessary to clean the contact lenses in order to ensure the removal of such
deposits. One of the most effective methods is deproteinization, through the proteolytic
activity of proteases. Objectives: To evaluate the proteolytic activity of a solution used for
contact lens cleaning, as a final classroom project in the Biochemistry academic course,
within the Optometry program of the Universidad de La Salle. Materials and methods:
Four trials with different cleaning solution concentrations were developed, compared to
the same concentrations of albumin solution. Biuret reagent and PRIM spectrophoto-
meter were used. The same tests were repeated, but now using the solution indicated by
the manufacturer as solvent for reagents. Results: A decrease in absorbance was found in
the albumin solutions treated with different cleaning solution concentrations, indicating
their proteolytic activity. The enzymatic activity is not altered when distilled water is used
instead of the indicated solution. Conclusions: Protein degradation was found due to the
Keywords: protease, pro-  action of the cleaning solution in the performed tests. The use of solutions with proteo-
tein deposit, cleaning of  lytic activity is considered important in the cleaning and care of contact lenses. Its use is

Castro Buitrago J, Chacua Mazabel LE, Mahecha Bernal KP, Marquez Buitrago NA, Rivera Rojas L

contact lenses. recommended for users.

INTRODUCCION

La pelicula lagrimal brinda gran parte de protec-
cion al globo ocular gracias a su contenido lipidico,
mucinoso, proteico y de electrolitos esenciales para
la salud ocular (1). El depésito de proteinas que se
forma en los lentes de contacto proveniente de las
lagrimas se ha asociado a molestias, visién reducida
y reacciones inflamatorias como la conjuntivitis
papilar. Las principales proteinas de la pelicula
lagrimal se producen en la glandula lagrimal: li-
sozima, lipocalina y lactoferrina, secretadas por
los acinos, masas de células arracimadas dentro de
esta glaindula; mientras que la inmunoglobulina A
(IgA) se genera en las células plasmaticas intersti-
ciales de la gldndula, pero fuera de los acinos (2).
Las proteinas de la pelicula lagrimal se depositan
rapidamente sobre (y dentro de) los materiales de
los lentes de contacto durante su uso, quizds en
horas. Dicha acumulacién estd estrechamente re-
lacionada con el tipo de material: los lentes i6nicos
que contienen dcido metacrilico atraen cantidades
de proteinas mucho mayores que otros materiales,
incluidos los lentes no iénicos que contienen n-
vinilpirolidona. La lisozima, en particular, lleva
una elevada carga positiva que es atraida por la
carga negativa de algunos materiales (2).

Las proteinas acumuladas en los lentes de contacto
pueden desnaturalizarse y perder sus capacidades
antimicrobianas segtin el material del lente, por
lo que algunas proteinas pueden mantener su fun-
cién antimicrobiana (1), pero esto no se presenta
en todos los casos; por lo tanto, se aconseja que
las personas que usan lentes de contacto, de igual
forma, utilicen los diferentes tipos de soluciones
enzimdticas desproteinizadoras para evitar que
se produzca cualquier tipo de afeccién (3). Las
proteasas son enzimas empleadas en este tipo de
soluciones que tienen como fin la degradacién
de proteinas (4-7). Corresponden al grupo de las
hidrolasas, ya que catalizan la ruptura hidrolitica
de las uniones peptidicas (8-10).

Muchas de estas soluciones contienen pancreatina.
La pancreatina es un preparado enzimdtico que
se obtiene del pancreas de ganado bovino o por-
cino. Su composicién incluye proteasas, amilasas,
lipasas, fosfolipasas, tripsina y otras enzimas (11).
Esta actta en el proceso de rompimiento de los
enlaces moleculares de las proteinas adheridas a la
superficie del lente de contacto. Habitualmente,
la limpieza enzimadtica se recomienda para lentes
blandos y, en ocasiones, para lentes rigidos; sin
embargo, no debe efectuarse en todos los casos
de lentes permeables rigidos, ya que no todos
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los materiales rigidos interactian de la misma
forma con las proteinas. En el caso de lentes de
fluoroacrilato de silicona, los cuales rechazan
parcialmente la adherencia de proteinas y otros
depdsitos a consecuencia del componente flior,
solo cuando el adaptador observe proteinas en las
superficies, debe ordenar su limpieza enzimatica;
no obstante, existen muchos reportes que indican

que esta limpieza no es necesaria en dichos ma-

teriales (12,13).

El presente trabajo tiene como fin evaluar la ac-
tividad proteolitica de una solucién empleada en
la limpieza de lentes de contacto, al determinar la
degradacion total o parcial de soluciones de albu-
mina, luego del tratamiento de estas con diferentes
concentraciones de la solucién. La determinacién
de la actividad proteolitica se evidencia al medir la
absorbancia de las soluciones de albimina antes y
después del tratamiento: si la absorbancia es menor
luego del tratamiento, indicaria la degradacion de
proteinas. La absorbancia es una medida de la con-
centracién de una solucién, asi como la primera
magnitud directamente proporcional a la cantidad
de soluto presente en una determinada cantidad
de solucién, segin la ley de Lambert Beer (14). Se
emplean soluciones de albimina como patrones
de referencia, ya que es una proteina de bajo costo,
muy soluble y de alta disponibilidad. Se utiliza el
reactivo de Biuret, el cual forma un complejo de
color violeta en presencia de proteinas, para permi-
tir que la solucién tenga un maximo de absorbancia
a 540 nm, longitud de onda en la cual se realiza la
lectura. El reactivo de Biuret (15) es inespecifico
para proteinas, es decir, reconoce cualquier pro-
teina o, incluso, péptidos cortos; de alli que pueda

usarse la albimina como patrén de proteinas.

Asi mismo, este trabajo es un proyecto final de aula
del espacio académico Bioquimica, del programa
de Optometria de la Universidad de La Salle. Los
resultados aqui expuestos tienen, por ende, limita-
ciones financieras y temporales, con perspectivas
de mejoramiento a futuro, cuando se consolide

como trabajo de investigacion.

METODOLOGIA

Se realizaron cuatro ensayos con diferentes con-
centraciones de la solucién limpiadora frente a la
misma concentracién de solucién de albtimina.
Los tubos blanco problema se prepararon al agre-
gar 0,5 mL de solucién albimina al 1 % y una gota
de agua destilada para el ensayo 1, dos gotas para
el ensayo 2, cuatro gotas para el ensayo 3 y cinco
gotas para el ensayo 4. Los tubos solucién de ensa-
yo se prepararon al afiadir 0,5 mL de solucién de
albamina al 1% y una gota de la solucién limpia-
dora para el ensayo 1, dos gotas para el ensayo 2,
cuatro gotas para el ensayo 3 y cinco gotas para el
ensayo 4 (tabla 1). Se ejecuté un ensayo adicional
(ensayo 5) con una carga maxima de 80 gotas de
la solucion enzimadtica limpiadora, para evaluar la

actividad proteolitica en estas condiciones.

Todos los ensayos se dejaron reposar por 1 hora a
37°C en bafio seroldgico (figura 1). A continua-
cién se adiciond 0,5 mL de reactivo de Biuret a
cada tubo y se dejaron en reposo por 20 minu-
tos adicionales a 37 °C. Finalmente, se ley6 la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro
PRIM (hgura 2); se utilizé este valor porque el
complejo coloreado formado tiene un médximo

de absorcién a 540 nm.

TABLA 1. Cantidades de solucion de albimina al 1 % y de solucién limpiadora agregados a cada ensayo

ENsavo 1 ENsAYo 2 ENSAYO 3 ENsavo 4
R Branco SOLUCION Branco SOLUCION Branco SOLUCION Branco SOLUCION
PROBLEMA DE ENSAYO PROBLEMA DE ENSAYO PROBLEMA DE ENSAYO PROBLEMA DE ENSAYO
Albtimina al 1% (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Solucion limpiadora (gotas) - 1 - 2 - 4 - 5
Agua destilada (gotas) 1 - 2 - 4 - 5 -
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Se utiliz6 un blanco de reactivos para calibrarel ~ De igual manera, se repitieron todos los ensayos
aparato, preparado con 0,5 mL de agua destilada  con la solucién disolvente sugerida por el fabri-
y 0,5 mL del reactivo de Biuret (figura 3). cante, en lugar de agua destilada. En esta ocasion,
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FIGURA 2. Espectrofotémetro PRIM utilizado para la medicién de absorbancia a 540 nm

FIGURA 3. Blanco de reactivos empleado para calibrar el espectrofotémetro en 0 absorbancia.
Contiene tnicamente reactivo de Biuret y agua destilada
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la solucién de albtimina al 1% se prepar6 en este
disolvente y no en agua destilada.

RESULTADOS

Todos los ensayos, tanto los tubos solucién proble-
ma como los tubos solucién de ensayo, presenta-
ron coloracién violeta azulado, lo cual indica la
presencia de proteina frente al reactivo de Biu-
ret. Los tubos solucién de ensayo mostraron un
color violeta azulado mds tenue con respecto a
los tubos solucién problema, lo cual senala que
la solucién limpiadora efectivamente degrado,
aunque de forma parcial, la proteina presente
(hgura 4). Puesto que visualmente en algunos
casos es imperceptible el cambio de coloracién,
se midi6 la absorbancia a 540 nm de cada ensayo

en presencia (tubo solucién de ensayo) y ausencia
(tubo blanco problema) de la solucién limpiadora;
de esta manera, se encontré una disminucién en
la absorbancia, como era de esperarse, en el tubo
solucién de ensayo. Los ensayos desarrollados con
la solucién disolvente sugerida por el fabricante,
en lugar de agua destilada, arrojaron resultados
similares (tabla 2).

El ensayo adicional (ensayo 5), en el que se em-
pled una carga maxima de 80 gotas de la solucién
limpiadora, presenté una coloracién azul oscuro
tenue, lo cual indica que practicamente toda la
proteina se degradé (figura 4). Ya que en este
ultimo se presentaron particulas en suspensioén
y, por lo tanto, demasiada turbidez, fue impo-
sible medir la absorbancia con el instrumento

utilizado.

4
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FIGURA 4. Coloraciones obtenidas por los tubos solucién de ensayo

TABLA 2. Absorbancia medida a 540 nm en blanco problema y en presencia de solucién limpiadora

ENsavo 1 ENsavo 2 ENsavo 3 ENsavo 4
(SoLucioN (SoLucioN (SoLucioN (SoLucioN
(BLanco DE ENSAYO) (BLanco DE ENSAYO) (BLanco DE ENSAYO) (BLanco DE ENSAYO)

PROBLEMA)  ALBUMINAAL ~ PROBLEMA)

ALBUMINA AL~ PROBLEMA)  ALBUMINAAL  PROBLEMA)  ALBUMINA AL

ALBUMINA 1% + SOLUCION ~ ALBUMINA 1% + SOLUCION ~ ALBUMINA 1% + SOLUCION ~ ALBUMINA 1% + SOLUCION

AL 1% LIMPIADORA (1 AL 1% LIMPIADORA (2 AL 1% LIMPIADORA (4 AL 1% LIMPIADORA (5
GOTA) GOTAS) GOTAS) GOTAS)
Albaminaal 1% prepa- ) 45 0421 0,569 0,547 0,570 0,466
rada en agua destilada
Albdmina al 1% pre-
parada en solucion di- 0,400 -* 0,422 0,371 0,434 0,336 0,545 0,501

solvente™*

“No se realizaron por pérdida de muestra.

**Se us6 como disolvente la solucién sugerida por el fabricante.
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DISCUSION

En la tabla 3 se observan las diferencias de absor-
bancias encontradas entre el tubo blanco proble-
ma y el tubo solucién de ensayo para cada caso.
Cuando se usa agua destilada como solvente de
la solucién de albimina y de la solucién limpia-
dora, la diferencia de absorbancias, como era de
esperarse, aumenta con el nimero de gotas de
solucién limpiadora empleada, lo que revela una
mayor degradacién de proteina.

TABLA 3. Diferencia de las absorbancias del tubo blanco
problema y del tubo solucién de ensayo para cada caso

ENsayo ENsayo ENsaYO ENsAYO
1BLANCO 2BLANCO 3BLANCO 4BLANCO
PROBLEMA-  PROBLEMA-  PROBLEMA-  PROBLEMA-
SOLUCION SOLUCION SOLUCION SOLUCION
DE ENSAYO (I DE ENSAYO (2 DE ENSAYO (4 DE ENSAYO (5
GOTA) GOTAS) GOTAS) GOTAS)

Albtimina al
1% prepara-
da en agua

destilada

0,005 - 0,022 0,104

Albtimi-
naal 1%
preparada
en solucién
disolven-

s

te™™

0,051 0,098 0,044

“No se pueden observar por pérdida de muestra.

“*Se us6 como disolvente la solucién sugerida por el fabricante.

Cuando se usa el compuesto indicado por el fabri-
cante como disolvente de la solucién de albimina
y de la solucién limpiadora, aunque hay diferencia
en las absorbancias de los tubos blanco problema
con respecto a los tubos solucién de ensayo —siem-
pre es menor la absorbancia en los tubos solucién
de ensayo—, no hay correspondencia entre el nu-
mero de gotas de la solucion limpiadora empleada
y la diferencia de absorbancias encontrada.

En esta investigacion no se encontraron diferencias
apreciables entre el uso de la solucién disolvente
sugerida por el fabricante o el agua destilada co-
mo solvente. Por el contrario, se supone que en
el caso de desproteinizacién de lentes de contacto
es indispensable el uso de esta solucién, pues el
agua destilada puede colorear el lente y afectar,

por ende, su transparencia.

Asi mismo, en este estudio la degradacién de pro-
tefna no es total, como demostré la coloraciéon
violeta azulado en los tubos solucién de ensayo,
donde ha ocurrido la desproteinizacion, lo que
ain muestra la presencia de proteinas. Se encon-
tr6 que a mayor cantidad de solucién de ensayo
afiadida, mayor degradacién de proteina (tablas
2y 3); sin embargo, al aumentar el nimero de
gotas empleadas (6 a 8 gotas) —resultados no
mostrados—, la turbidez generada no permitié
la medicién de absorbancia en el espectrofoto-
metro empleado. El ensayo adicional con una
carga maxima de 80 gotas (ensayo 5) presentd
una coloracién azul oscura tenue, lo cual indica
una degradacion casi completa de proteina. No
fue posible medir la correspondiente absorbancia,
debido a la alta turbidez presentada. Este resul-
tado estd en concordancia con las indicaciones
de uso de la solucion limpiadora (13), en las que
se recomienda aplicar la solucién directamente
sobre el lente, sin ser disuelta, para asegurar la
degradacion completa de proteina.

De los nueve ensayos realizados (cuatro con agua
destilada como solvente, cuatro con el disolvente
indicado por el fabricante y uno adicional con una
carga mdxima de 80 gotas de solucién limpiado-
ra), en siete se encontré una disminucién de la
coloracién violeta azulado o de la absorbancia,
indicativo de la degradacién de proteinas. Estos
resultados permiten concluir que efectivamente la
solucion limpiadora presenta actividad proteolitica.

La desproteinizacion de lentes de contacto se ha
considerado importante en la medida que el depé-
sito de proteinas en los lentes se ha asociado con
visién disminuida y reacciones inflamatorias como
conjuntivitis papilar. Los diferentes materiales
empleados en la fabricacion de lentes de contac-
to adhieren proteina en diferentes cantidades y a
distintos tiempos; no obstante, Etafilcon A es el
material con mayor tendencia a la adherencia de
lisozima, proteina de naturaleza positiva que es
ficilmente adsorbida por materiales i6nicos y de
naturaleza negativa (16). Sin embargo, Omali y
colaboradores (17) afirman, con base en estudios

CIEN. TECNOL. SALUD. VIS. OCUL. / VOL. 15, No. 1/ ENERO-JUNIO DEL 2017 / PP. 59-06 / 1SSN: 1692-8415 / 1SsN-e: 2389-8801



anteriores, que aunque Etafilcon A adhiere una
gran cantidad de proteina, especialmente lisozima,
esta conserva sus propiedades antimicrobianas,
lo que contribuye al mantenimiento del lente en

6ptimas condiciones.

Resultados diferentes se producen en lentes de
contacto de hidrogel de silicona, en los cuales, a
pesar de adherir poca cantidad de proteina, aquella
que si es adsorbida se desnaturaliza debido a las
caracteristicas hidrofébicas del material, lo que
provoca reacciones alérgicas importantes entre
los usuarios (18,19). En estos casos, y en lentes
de contacto rigidos y gaspermeables, los cuales
implican un uso prolongado con un régimen di-
ferente, seria recomendable el uso de soluciones
desproteinizadoras.

Con el fin de evitar el inconveniente de los depési-
tos de proteinas, actualmente se estdn construyen-
do nuevos materiales para lentes de contacto con
excelentes propiedades épticas, mecdnicas y de
permeabilidad al oxigeno, pero que minimicen el
depésito de moléculas provenientes de la lagrima.
Investigaciones recientes han demostrado que el
entrecruzamiento de los monémeros de hidrogel
de silicona con dcido hialurénico produce un in-
cremento en la retencién acuosa del material, un
aumento en la estabilidad de la pelicula lagrimal
y una disminucién en la adherencia de proteinas
(20); sin embargo, es indispensable evaluar los
materiales disponibles en el presente para deter-
minar la necesidad o no del uso de soluciones
desproteinizadoras.

Los resultados aqui presentados y, por lo tanto, las
conclusiones obtenidas son limitadas, teniendo en
cuenta que se trata de un proyecto de aula con
restricciones financieras, logisticas y temporales
de quienes lo desarrollaron; no obstante, dado que
siete de los nueve ensayos corresponden a los re-
sultados esperados, es posible concluir, con cierta
certeza, que si se presenta actividad proteolitica
cuando se emplea la solucion limpiadora sobre
compuestos proteicos.

Para alcanzar resultados mds concluyentes, se
recomienda efectuar ensayos con diferentes mate-
riales de lentes de contacto y evaluar la capacidad
desproteinizadora de soluciones limpiadoras, sin
olvidar factores como el tiempo de uso y la fre-
cuencia de cambio, todo esto enmarcado dentro
de un proyecto de investigacién que cuente con

recursos personales y financieros.

CONCLUSIONES

En siete de los nueve ensayos se encontré de-
gradacion de proteina por efecto de la solucién
limpiadora: su accion proteolitica aumenta a me-
dida que se emplea mayor cantidad de solucién.
Cuando se utilizan cantidades altas de esta, aun-
que es posible ver el cambio de coloracién de la
solucién de violeta azulado a azul (lo cual indica
degradacion de proteina), no se pueden realizar
las correspondientes medidas de absorbancia por
la turbidez que presenta.

No se detect6 una diferencia apreciable entre el
uso de la solucién disolvente sugerida por el fa-
bricante o el agua destilada como solventes de las
soluciones, a pesar de que en el caso del empleo
directo sobre lentes de contacto se considera in-
dispensable seguir las recomendaciones indicadas

para utilizar la solucién limpiadora.

Al extrapolar los resultados obtenidos en este es-
tudio, se concluye que es importante el uso de
soluciones enzimdticas en la limpieza de lentes
de contacto, obviamente, sin excluir factores co-
mo el material con el cual estin fabricados y el

régimen de uso.
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