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RESUMEN

7

INTRODUCCION

El Glaucoma es una neuropatia 6ptica de desarrollo progresivo que
afecta a 90 millones de habitantes del planeta, siendo la forma clinica
conocida como glaucoma primario de angulo abierto (GPAA) la primera
causa de ceguera irreversible en los paises desarrollados. Los factores de
riesgo para su desarrollo incluyen en primer lugar la presion intraocular,
pero también la edad, la raza, la predisposicion familiar, el espesor
corneal central, miopia y presion de perfusién ocular han sido descritos
como importantes en el desarrollo y/o progresién del glaucoma, entre
otros. No obstante, hay evidencia acerca de la existencia de otros factores
de riesgo, los denominados emergentes, asi como de la presencia de
ciertas moléculas, potenciales biomarcadores de la enfermedad, que se
han identificado en los fluidos y tejidos de los pacientes afectos de

glaucoma.

OBJETIVO

El propdsito principal de nuestro trabajo es confirmar la presencia de
factores de riesgo emergentes (tanto endégenos como exégenos) para el

Glaucoma a través de un estudio prospectivo, observacional, transversal,
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RESUMEN

analitico y no experimental, llevado a cabo en una poblaciéon de sujetos
glaucomatosos y en un grupo comparativo de sujetos no glaucomatosos,

para re-definir las estrategias preventivas de esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Entre los 175 participantes, 88 constituyen el grupo de pacientes con
GPAA (GG) y 87 el grupo comparativo de sujetos sanos (GC). A todos los
se les realizd: 1) Historia Clinica general (incluyendo caracteristicas de los
pacientes, antecedentes personales/familiares, nutricién, estado
emocional, habitos toxicos, estilo de vida, etc), 2) Examen oftalmoldgico
sistematizado con las exploraciones complementarias dirigidas al
diagndstico y manejo del Glaucoma [estudio morfolégico y morfométrico
de la papila (E/P), perimetria automatizada blanco-blanco (Humphrey,
HFA 11)] y 3) Analisis bioquimico del humor acuoso [cuyas muestras se
obtuvieron de ambos grupos en el momento inicial de la cirugia del
glaucoma vs cataratas, que fueron congeladas a -80°C hasta su
procesamiento para determinar los niveles de metabolitos de Ia
peroxidacién lipidica (malonildialdehido -MDA-; mediante la técnica del

acido tiobarbiturico y productos que reaccionan con él -MDA/TBARS-) y
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RESUMEN

del estado antioxidante total (EAT; mediante el kit comercial
correspondiente)].

El analisis de los resultados se realizé con el paquete estadistico SPSS
v15(SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Se consideraron estadisticamente

significativas las diferencias con un valor de p< 0,05.

RESULTADOS

Entre los factores de riesgo enddgeno y exdgeno analizados, observamos
diferencias en la homogeneidad de las muestras entre grupos para la
presencia de obesidad/sedentarismo, ansiedad/depresion y habitos
téxicos (que fueron mayores en el GG vs GC). La presencia de obesidad,
ansiedad o depresion y sedentarismo presenta una razén de riesgo (odds
ratio) significativamente superior entre los pacientes del GG y los
participantes del GC. Se ha detectado una correlacion lineal directa entre
los valores de MDA en humor acuoso y la P10, asi como del cociente E/P,
en los pacientes del GG. Se observo la existencia de una correlacion
lineal inversa entre los valores del EAT en humor acuoso y la PIO y el del
cociente E/P en los pacientes del GG. También se aprecio una correlacion

directa entre el indice de masa corporal y el cociente E/P en los
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glaucomatosos, mientras que en el GC existia una correlacion lineal, en
este caso de tipo inverso. Finalmente, en el analisis multivariante de la
regresion logistica para analisis discriminante entre ambos grupos, las
variables que en nuestra poblacién estudiada presentaron mejor
capacidad predictora de la enfermedad glaucomatosa fueron: la PIO, la

E/P, el MDA y la EAT, y también la presencia de depresion.

CONCLUSIONES

El humor acuoso es una muestra biolégica muy valiosa para estudios
sobre glaucoma. Su obtencién es relativamente sencilla durante el acto
quirurgico, por lo que debiera ser protocolizada en el seguimiento del
paciente y para futuras investigaciones. Es evidente la existencia de
estrés oxidativo en los pacientes con glaucoma, objetivable en las
muestras de humor acuoso mediante la determinacién de moléculas
relacionadas con este proceso (aumento de pro-oxidantes y disminucion
de antioxidantes), confirmando ademas que esos datos correlacionan con
los valores de PIO y el cociente E/P en los pacientes con glaucoma.
También la obesidad y el sedentarismo, asi como la alteracién del estado
emocional correlacionan con dichos parametros y se confirman como

predictivos de la progresion del glaucoma en la poblacién estudiada. Todo
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apoya la relevancia del mantenimiento del peso corporal y del equilibrio
psiquico en la evolucion del glaucoma.

En este estudio se han confirmado nuevos factores de riesgo para el
desarrollo o progresion del glaucoma, entre  ellos la
obesidad/sedentarismo y la ansiedad/depresién, confirmando que la
concentracion de MDA y EAT pueden utilizarse como biomarcadores
coadyuvantes de la velocidad de progresion del glaucoma y para

monitorizar el tratamiento instaurado.

PALABRAS CLAVE: Glaucoma, Estrés Oxidativo, Biomarcadores,

Obesidad. Depresion, Estilo de vida. Prevencion de la Ceguera.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Glaucoma is a progressive optic neuropathy affecting 90 million people in
the world. Main clinical form is known as primary open-angle glaucoma
(POAG) the leading cause of irreversible blindness in developed countries.
Risk factors include the increased intraocular pressure (IOP), but also age,
race, family predisposition, central corneal thickness, myopia and ocular
perfusion pressure have been described as important parameters in the
development and/or progression of glaucoma, among others. However,
there is evidence about the existence of other risk factors, the so-called
emerging risk factors. Moreover, the presence of certain molecules in the
eye fluids and tissues have been considered as potential biomarkers of

the disease.

OBJECTIVE

The main purpose of our work is to confirm the presence of emerging risk
factors (both endogenous and exogenous) as well as to identify potential
biomarkers for glaucoma through a prospective, observational, cross-
sectional study, analytical and non-experimental, conducted in a

population of glaucomatous subjects and a comparison group of non-
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glaucomatous subjects. Our main goal is to re-define preventive strategies

for this disease.

MATERIAL AND METHODS

Among the 175 suitable participants, 88 conformed the group of patients
with POAG (GG) and the comparison group was constituted by 87 healthy
subjects (GC). All participantsl underwent the following: 1) general medical
records (including patient characteristics (body mass index —-BMI-,
personal/familial background, nutrition, emotional state, toxic habits,
lifestyle, etc.), 2) systematic eye exam with complementary investigations
aimed at diagnosis and management of glaucoma [morphological and
morphometric study of the papilla (cup-to-disc area ratio), white-white
automated perimetry (Humphrey HFA II)] and 3) Biochemical analysis of
aqueous humor [whose samples were obtained from both groups at the
time Initial glaucoma surgery vs cataracts, which were frozen at -80 ° C
until processing to determine metabolite levels of lipid peroxidation
(malondialdehyde -MDA-, by the technique of thiobarbituric acid-reactive
products and it -MDA / TBARS -) and total antioxidant status (EAT, using

the appropriate commercial kit)].

25



SUMMARY

The analysis of the results was performed by the SPSS v15 (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). Differences with a p value <0.05 were considered

statistically significant.

RESULTS

Among the analyzed endogenous and exogenous risk factors, we
observed differences in sample homogeneity among groups for the
presence of obesity/inactivity, anxiety/depression and toxic habits (which
were higher in the GC vs GG). The presence of obesity, anxiety or
depression and sedentary lifestyle presents a hazard ratio (odds ratio)
significantly higher among patients of the GG. It was detected a direct
linear correlation between the MDA values in the aqueous humor and the
IOP and the cup-to-disc area ratio, in patients of GG. The existence of an
inverse linear correlation between the values of AOS in aqueous humor
and the IOP and the cup-to-disc area ratio in patients of GG was
observed. A direct correlation between the BMI and the cup-to-disc area
ratio in the glaucomatous patients was also observed, while in the GC
there was a linear correlation, in this case of reverse type. Finally,
multivariate analysis by using the logistic regression analysis for

discriminating between the two groups, showed better predictive ability of
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glaucomatous disease for the I0OP, the cup-to-disc area ratio, MDA and

AQOS, the increased BMI and the presence of depression.

CONCLUSIONS

The aqueous humor is a valuable biological sample for studies on
glaucoma. Their collection is relatively simple during surgery, so it should
be formalized in glaucomatous patients, as well as for being recorded and
stored to further research. Clearly the presence of oxidative stress in
patients with glaucoma, objectified in the aqueous humor samples by
determining lipid peroxidation processes-related molecules (pro-oxidants
and antioxidants), confirmed that such data also correlated with the 10P
and cup-to-disc area ratio in the glaucoma patients. Also obesity and
physical inactivity, as well as the altered emotional state correlated with
these parameters and confirmed these factors as predictive for glaucoma
progression in the study population. Everything supports the importance of
maintaining the body weight and mental balance in the development of
glaucoma.

This study confirmed new risk factors for the development or progression
of glaucoma, including obesity/inactivity and anxiety/depression,

confirming that the MDA and AOS levels can be used as biomarkers for
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the rate of progression of glaucoma and for monitoring the established

treatment.

KEY WORDS: Glaucoma, Oxidative Stress, Biomarkers, Obesity.

Depression, lifestyle. Prevention of Blindness.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION HISTORICA

El término Glaucoma designa un grupo de enfermedades que tienen en
comun la presencia de una neuropatia optica tipica, crénica y progresiva,
que se asocia a pérdida visual. Las caracteristicas de la neuropatia
consisten en excavacion de los elementos nerviosos y de los tejidos
conectivos de la papila 6ptica, con un patrén de lesion estereotipado, que
induce un deterioro progresivo y caracteristico en el campo visual M,
Enfermedad conocida y descrita por primera vez en los Aforismos de
Hipocrates, el Glaucoma, del griego glaukos, “color verde claro” @ es
inicialmente definido durante la Edad Moderna, aunque no sera hasta
1854 cuando Eduard Jaeger, oftalmélogo austriaco, describa las
caracteristicas oftalmoscopicas del nervio Optico, confirmadas estas
observaciones por Albretch von Graefe, quien define el concepto de

" @) Introducida

“amaurosis con presencia de excavacion del nervio optico
la gonioscopia por Trantas en 1907, sera Barkan en la década de los 30,
mediante la gonioscopia, quien diferencie el glaucoma por cierre angular
de los glaucomas de angulo abierto.

No sera hasta mediados de siglo cuando se introduzcan y perfeccionen
las técnicas perimétricas para el estudio del campo visual.

El final del siglo XX supone una revolucién en la terapéutica médica del

glaucoma, con el desarrollo de nuevos farmacos, siendo estos primeros

afos del nuevo milenio testigos de wuna fulgurante evolucién
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multidisciplinar tanto en el diagnéstico morfoldgico, funcional, terapéutico
médico y quirargico, sin olvidar el incipiente y vasto campo de estudio
genético, que sefala un nuevo horizonte de progreso en la comprension y

tratamiento de esta importante enfermedad .

2. DEFINICION DE GLAUCOMA

Si algo sabemos acerca del Glaucoma, es que no se trata de un proceso
unico, de tal modo que una definicion operativa del mismo haria
referencia a “un grupo de enfermedades que tienen en comun una
neuropatia Optica caracteristica, producida por la pérdida adquirida de
fibras nerviosas y, consecuentemente, con pérdida de campo visual
asociada y que se produce fundamentalmente por un nivel de presién
intraocular (PI0O) demasiado elevado para ese ojo en cuestion” ). Aunque
el aumento de presion intraocular es uno de los principales factores de
riesgo, su presencia o0 ausencia no influye en la definicion de la
enfermedad. A medida que ésta se desarrolla, se va produciendo una
excavacion de la papila y un adelgazamiento del anillo neurorretiniano,
con el consiguiente deterioro en la funcién visual del paciente.

En la mayoria de las personas, los cambios en el nervio 6ptico y el campo
visual vistos en el glaucoma dependen tanto del nivel de PIO como de la
vulnerabilidad de los axones frente al mismo. Sabemos que la PIO debe

ser considerada hoy en dia como el factor de riesgo independiente
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fundamental, aunque la cifra de PIO que puede producir dafio
glaucomatoso es muy variable y puede estar dentro del rango normal de
la poblacion general, entre 10 y 22 mmHg o por encima de éste. Por otro
lado, disponemos de suficiente evidencia para afirmar que otros factores
bioldgicos pueden predisponer a la injuria de los axones del nervio 6ptico
independientemente del nivel de PIO, ejerciendo un papel fisiopatolégico
en la progresion del dano del nervio éptico a pesar del descenso

terapéutico de la P10 ©,

3. CLASIFICACION

Los glaucomas de pueden clasificar en funcion de sus caracteristicas
anatémicas, gonioscépicas, bioquimicas, moleculares y genéticas,
teniendo cada una de ellas una utilidad especifica . Por definicién, los
glaucomas primarios no se asocian a ninguna condicidén etiolégica
definida. En los glaucomas secundarios, podemos hallar una causa que
trastorna el drenaje del humor acuoso. En el presente texto seguiremos la
clasificacion expuesta en las Guias de la Sociedad Europea de
Glaucoma, basada en criterios etiopatogénicos . Dado el objeto de
nuestro estudio, expondremos unicamente la clasificacion de los

Glaucomas Primarios de Angulo Abierto.
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3.1. GLAUCOMAS PRIMARIOS DE ANGULO ABIERTO

El Glaucoma Primario de Angulo Abierto (GPAA) es la forma mas
frecuente de glaucoma en occidente, prevalencia estimada del 1-2% ©.
Neuropatia bilateral, pudiendo ser asimétrica, cronica y progresiva, con
cambios en la cabeza del nervio O6ptico tendentes a una atrofia
caracteristica y un deterioro asimismo caracteristico del campo visual, en

ausencia de otras anomalias. El angulo permanece abierto e inalterado.

3.1.1. GLAUCOMA PRIMARIO JUVENIL
Etiologia desconocida, aunque se han identificado genes asociados en su

desarrollo en el cromosoma 1 (1g21-g31) © y MYoC 9.

3.1.2. GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO CON PIO ALTA

Etiologia desconocida. Inicio a partir de los 35 afos de edad. Hay PIO
elevada sin presentar sintomatologia; Se produce una lesion en la cabeza
del nervio éptico y la capa de fibras nerviosas, con cambios en el campo
visual de manera caracteristica, siendo la gonioscopia la de un angulo
abierto sin otros hallazgos. Actualmente se asume que la deformacién
de la lamina cribosa en presencia de niveles de PIO no tolerables para un
ojo individual contribuye al dafio neural. El riesgo relativo para desarrollar
glaucoma aumenta conforme aumenta el nivel de PIO, aunque no hay

evidencia de un nivel concreto de PIO desencadenante. De forma
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arbitraria, el glaucoma crénico de angulo abierto se subdivide en
glaucoma de Presién Alta y Presién Normal para reflejar el fendmeno de
las neuropatias 6pticas glaucomatosas en presencia de niveles de presion
intraocular estadisticamente “normales”, en las que otros factores pueden
jugar un papel mas relevante que la PIO en su desarrollo. Es por ello que
podrian representar ambas un mismo espectro de neuropatias Opticas

con diferente vulnerabilidad frente a la PIO.

3.1.3. GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO CON PIO
NORMAL

También denominado glaucoma normotensional (GNT). Etiologia
desconocida. Se ha encontrado una mutacion en el gen de la Optineurina
en familias con GNT. Inicio frecuente a partir de los 35 afios de edad. PIO
normal (curva diurna). Dafo glaucomatoso tipico de nervio optico.
Presencia caracteristica de hemorragias papilares. Tipicamente
observables escotomas paracentrales en el estudio campimétrico. La PIO
esta relacionada con esta enfermedad: el “Collaborative Normal Tension
Glaucoma Study” 'V reflejé que una reduccion de la PIO mayor del 30%
reducia la progresion de pérdida del campo visual del 35% al 12%,
aunque se sospecha la existencia de otros factores involucrados aparte
de la presion, ya que ciertos pacientes progresaron a pesar del férreo

control tensional y otros no lo hicieron aun sin reducir la P1O. El espesor
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corneal central puede tener asimismo cierta relacion con esta forma de
glaucoma. Diversos estudios dan un promedio de espesor corneal central
en pacientes con glaucoma normotensional de 510 a 520 micras, frente a
530-545 micras en pacientes no afectados (12) También se ha relacionado
con su desarrollo la presencia de fendmenos vasospasticos (migraia,

Raynaud).

3.1.4. SOSPECHA DE GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO
En este caso, el campo visual y/o papila y/o capa de fibras nerviosas son

normales o sospechosas, siendo al menos una de ellas sospechosa.

3.1.5. HIPERTENSION OCULAR

Condicién en la que la PIO es superior a 21 mmHg sin tratamiento, campo
visual normal, papila y capa de fibras nerviosas normales, vy
gonioscopicamente el angulo es abierto y no ocluible. No hallamos otros
factores de riesgo ni antecedentes patoldgicos. Genéricamente, podemos
destacar (¥ que hasta un 90% de hipertensos oculares no desarrollaron

glaucoma en estudios a 5 afos.
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4. EPIDEMIOLOGIA Y ASPECTOS ECONOMICOS DEL GLAUCOMA

4.1.INTRODUCCION
El glaucoma es la segunda causa de ceguera en los paises occidentales,

tras la catarata (¥

, siendo por tanto la primera causa de ceguera
irreversible en el mundo desarrollado. Se estima un numero de afectados
en el mundo de 66,8 millones de personas, de los cuales 6,7 millones
presentan ceguera bilateral. En EEUU se estima que un 12% de las
cegueras legales que se diagnostican anualmente lo son por glaucoma (15)
y, teniendo en cuenta el rapido envejecimiento de la poblacion, se calcula
que en ese pais el numero de pacientes con GPAA se incrementara un
50% hasta 3,36 millones en 2020. Estos datos, en su conjunto, pueden no
ser mas que palidas estimaciones de la magnitud del problema, ya que se
requiere de pérdida de campo visual para hablar de glaucoma, y sabemos
que muchas personas presentan glaucoma sin constatar pérdida
campimétrica. Estudios patrocinados por la Organizaciéon Mundial de la
salud a finales del siglo XX obtuvieron los siguientes resultados: el
namero total de personas con PIO alta (>21mmHg) seria de 104,5
millones, con una incidencia de nuevos casos identificados de GPAA
estimada en 2,4 millones al afo, cifrando la prevalencia de ceguera

asociada a todos los tipos de glaucoma en 8 millones de personas, siendo

la mitad de ellas causadas por GPAA; segun la OMS, el glaucoma seria la
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tercera causa de ceguera, por detras de cataratas y oncocercosis,
caracterizandola como “ceguera evitable”, ya que dispone de un

tratamiento especifico ©.

4.2. PREVALENCIA

Los estudios acerca de la prevalencia del Glaucoma Primario de Angulo
Abierto "® apuntan unos valores de 1% al 2% en la raza caucasica,
aunque la prevalencia estimada varia ampliamente en las muestras
poblacionales. El estudio de Rotterdam (") muestra valores de 0,8%,
mientras que el de Islas Barbados la sitia en el 7% en mayores de 40
anos. De los estudios espafoles, destaca el de Antdon en una poblacion
de Segovia ®  reportando una prevalencia del 2,1%, magnitud que
aumenta con la edad, hecho éste universalmente descrito; la
contundencia del dato es tal que a los 70 anos es de 3 a 8 veces mas
frecuente que a los 40 anos. Asimismo, la frecuencia de presentacion
varia sensiblemente en funciéon del grupo étnico; la prevalencia en la
poblacién negra es 3 a 4 veces mayor que en la blanca, con un riesgo de

ceguera cuadruple, aumentando asimismo estos valores con la edad (18),

4.3. INCIDENCIA
Hay pocas mediciones directas de la incidencia de glaucoma en estudios

poblacionales; el Estudio de las Islas Barbados demostré una incidencia
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de 2,2% en mayores e 40 afios en una poblacién afrocaribena. El Visual
Impairment Project (Australia) revel6 una incidencia menor (1,1% para
GPAA confirmado y probable). ElI Rotterdam Study concluy6 con un valor
de 1,8% de riesgo a los 5 afos de GPAA confirmado y probable,
aumentando la incidencia significativamente con la edad (. por su parte,
los valores en poblacion latina de Los Angeles Latino Eye Study (19)
reportaron cifras de incidencia de hipertension ocular de 3,5% y de GPAA

del 2,3%, siendo éstos valores mayores que en blancos no hispanos,

pero menores que en afrocaribenos.

4.4, ASPECTOS ECONOMICOS DEL GLAUCOMA. ESTRATEGIAS DE
SCREENING

El glaucoma representa un porcentaje elevado de las consultas
oftalmolégicas, siendo su tratamiento en general, costoso y, a pesar de
las abrumadoras evidencias, el impacto del glaucoma en términos
econdmicos y de salud publica no ha sido aun adecuadamente estimado.
Actualmente disponemos relativamente de escasa informacién acerca de
la carga emocional que supone una enfermedad crdénica con riesgo de
ceguera, los efectos debilitantes de los tratamientos y la pérdida
cualitativa y de calidad de vida asociada a la reduccion de los campos
visuales. Asimismo, no disponemos de informacion rotunda que nos

permita estimar en toda su magnitud los costes socioecondmicos
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asociados a la deteccion, tratamiento y rehabilitacién de esta dolencia.
Un estudio multicéntrico europeo llevado a cabo en 2005, estima el coste
de un paciente glaucomatoso en 16000 euros. Un reciente estudio de
estimacion demografica en EEUU ) aborda la magnitud del problema y
su cambio en las proximas décadas: en 2050 la estimaciéon en aquel pais
prevé una poblacion afecta de GPAA de 7,32 millones de personas, en
concreto, un 3,2% en rango etario de 70 a 79 afios, un 50% de mujeres,
un 50% de hispanos, apuntando a estos grupos humanos como el
objetivo sobre los que se debera tener un especial seguimiento
(diagndstico precoz, despistaje), los de mujeres blancas no hispanas e
hispanos varones. No podemos obviar que todo ello ocurre desde el
prisma de un paciente que a menudo no es consciente del padecimiento
que sufre incluso cuando puede presentar algun grado de deterioro en su
funcién visual, ya que la agudeza visual puede, en no pocos casos,
perdurar razonablemente hasta estadios avanzados de la enfermedad. El
diagndstico precoz del glaucoma se presenta pues, como una necesidad
médica y una exigencia social. Sin embargo, es un hecho en cuestién el
desarrollo de programas poblacionales de screening. Segun la OMS @),
los criterios que deben justificar un programa de screening son:

- Problema de salud relevante

- Diagnosticable precozmente, previo a la aparicion de sintomas

- Metodologia de screening fiable y segura
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- A un coste aceptable

El glaucoma cumple estos criterios. Sin embargo, actualmente no hay un
consenso generalizado y universal para desarrollar un programa de
screening, principalmente debido a una serie de cuestiones aun no
resueltas universalmente ¢ ¢quién debe ser la poblacién diana?, quién
debe realizar el o los tests?, ¢ cuales son los criterios diagndsticos?, ¢ qué
estrategias diagnosticas deben ser empleadas? Y finalmente, ¢ cual es el
costo del fracaso en la deteccion y la historia natural de la enfermedad
continua?.

Sabemos, gracias al Estudio para el Tratamiento de la Hipertensién
Ocular que una reduccion de un 20% del nivel de PIO acorta la
progresion a glaucoma un 4,4% en los pacientes tratados, mientras que
los no tratados progresan en un 9,5% 2 Ante la pregunta sobre si esta
evidencia obligaria a tratar a todos los hipertensos oculares, la respuesta
probablemente sea negativa, ya que la relacién coste-efectividad
resultaria injustificable. EI mismo estudio report6 otros factores de riesgo
(edad avanzada, grosor paquimétrico bajo, pio alta, disco con aumento
excavativo) que deben tenerse en cuenta a la hora de planificar futuras

estrategias terapéuticas 2.
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5. FACTORES DE RIESGO CLASICOS Y EMERGENTES EN EL

GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO

5.1. INTRODUCCION. TERMINOLOGIA

Resulta de gran importancia hallar y describir los factores de riesgo
involucrados en el inicio y desarrollo del GPAA ya que su conocimiento
permitira desarrollar herramientas de deteccion precoz y prevencién, e
identificar aquéllos pacientes con mas probabilidad de evolucionar a
formas graves de la enfermedad. En el glaucoma, a menudo es dificil
diferenciar entre anormalidad muy incipiente y normalidad. La definicién
de glaucoma incipiente dependera de la sensibilidad de los métodos
empleados para valorar la estructura intima y la funcién del nervio éptico.
El glaucoma es una neuropatia degenerativa y adquirida que se define
por una pérdida progresiva de axones de las células ganglionares de la
retina, dando lugar a un deterioro de la capa de fibras nerviosas y una
atrofia excavativa progresiva del disco 6ptico, que deviene en un
determinado patron de dano funcional involutivo con defectos tipicos. La
capacidad de diagnosticar aquéllos casos fronterizos dependera de la
capacidad del instrumento diagnéstico y de la variabilidad interindividual.
Entre las hipétesis acerca de la enfermedad glaucomatosa, destaca la de
enfermedad neurodegenerativa ocular. En este contexto, se ha

comparado al GPAA con otras enfermedades neurodegenerativas de
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amplio reconocimiento, principalmente la demencia de Alzheimer y la

9,24

enfermedad de Parkinson ©2%. Diversas lineas de investigacion intentan

determinar qué papel ejercen en la evolucién de la enfermedad los
denominados  biomarcadores o marcadores moleculares  ?>2®
relacionados con dafo celular. Por otro lado el estudio genético del
glaucoma revela una nueva perspectiva de diagnostico y futuro abordaje

terapéutico que en los proximos anos experimentara un desarrollo

exponencial.

TERMINOLOGIA ©°

FACTORES DE RIESGO: Los factores de riesgo para el GPAA son
aquéllos estadisticamente asociados con el desarrollo de GPAA o con la
conversion de hipertension ocular a glaucoma ©°.

FACTORES PRONOSTICOS: Los factores prondsticos para el GPAA
estan estadisticamente asociados con la progresion de un GPAA
establecido. Ni los factores de riesgo ni los factores prondsticos
establecen causalidad. A menudo, los términos factor de riesgo y factor
prondstico son empleados indistintamente en la literatura.

FACTORES PREDICTIVOS: ElI término factor predictivo debe ser
reservado para aquéllos factores que se asocian con un mayor riesgo de

glaucoma y que son parte de la definicion de GPAA, tales como los

parametros del disco 6ptico y los indices del campo visual.
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5.2. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE GPAA

5.2.1. HIPERTENSION OCULAR.

La hipertensiéon ocular es el factor de riesgo conocido e independiente
universalmente aceptado como mas importante para producir dafo
glaucomatoso.

Para ciertos autores, el riesgo de padecer glaucoma en pacientes con PIO
superiores a 26 mmHg es 13 veces mayor que para aquellos cuya PIO es
menor. No obstante, su protagonismo relativo actual debe ser ponderado
junto con la informacion obtenida de otros hallazgos de la exploracion,
como los valores del espesor corneal central, la desviacion estandar de la
pérdida campimétrica, o la estructura neural, entre otros 1),

La PIO media es de 15,5 mmHg, con una desviacién estandar de 2,6
mmHg.(32). De este dato puramente numérico se derivd el concepto de
‘presion normal” como aquélla que no superara en mas de dos
desviaciones estandar la media poblacional.

Este concepto de “normalidad”“anormalidad” presenta no obstante,
serios problemas. Sabemos que la unica PIO considerable “normal”’ es
aquella que en un ojo determinado no induce dafo glaucomatoso @3 1a
variabilidad interindividual y la vulnerabilidad del nervio éptico del paciente

obligan pues a personalizar este valor. No obstante, estudios

poblacionales como el Framingham Eye Study indican que la PiO media
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es de 16 mmHg siguiendo una distribucion no exactamente gaussiana,
con una cierta desviacion hacia presiones mas altas, principalmente en
individuos mayores de 40 anos. En la franja etaria entre los 20 y 40 afios
si podemos admitir una distribucién gaussiana de la misma ®4) Todos
estos hechos deben ser tenidos muy en cuenta, ya que la suposicion de
la existencia de una PIO fronteriza entre normalidad y anormalidad a la
hora de planificar programas de deteccién sistematica de glaucoma
basados unicamente en que la PIO sea mayor de 21 mmHg desestiman
hasta la mitad de los casos de glaucoma con lesion de nervio 6ptico de la

poblacion estudiada.

5.2.1.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PRESION INTRAOCULAR

1. Edad. Si bien la PIO sigue una distribucién gaussiana entre los 20
y 40 afos, por encima de esta edad existe una desviacion hacia
presiones mas altas %),

2. Herencia. Hay una influencia poligénica multifactorial sobre las
cifras de PIO ©"3® Sabemos que los parientes de primer grado
tienen PIOs mas altas 9.

3. Raza. Desconocemos la causa, pero la poblacion negra tiene PIOs
mas altas que la raza blanca “%*"),

4. Variaciones circadianas. En individuos normales la PIO varia 2-6

mmHg durante 24 horas, fendbmeno relacionado con cambios
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ciclicos en la produccion y drenaje del humor acuoso. Las
presiones mas elevadas se asocian a una mayor fluctuacion,
siendo una fluctuacion diurna superior a 10 mmHg un dato que
orienta hacia la posibilidad de glaucoma. Existe variabilidad
horaria, pero en general, la mayor elevacion se alcanza en horas
matutinas. Aunque la fluctuacion se ha considerado como factor
predictivo independiente para la progresion de enfermedad
glaucomatosa “**¥) diversas publicaciones han cuestionado este

44.4%) Medir PIO fuera del horario de consulta podria servir

hecho
para determinar por qué hay dafio del nervio 6ptico a pesar del
aparente correcto control tensional.

5. Factores cardiovasculares. Ciertos estudios asocian presion arterial
y PIO. Asi, la hipotension sistémica, sobre todo nocturna, podria
reducir la presion de perfusidon ocular e inducir en el nervio 6ptico
dafio glaucomatoso “647),

6. Cambios posturales. La PIO es mas alta en decubito que en
ortostatismo, por aumento de la presion venosa episcleral. Esta
tendencia podria ser importante en ciertas formas patogénicas de
glaucoma “849),

7. Drogas. El consumo de alcohol y cannabis reduce transitoriamente

la P1O, no pareciendo haber efectos apreciables con la cafeina.
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%051 miopia, PIO elevada

8. Refraccion. Diversos estudios relacionan
y longitud axial.

9. Ejercicio. El ejercicio aerdbico prolongado reduce la presion
intraocular, posiblemente por el aumento de osmolaridad sérica y

acidosis metabdlica %5,

5.2.2. EDAD

Entre los factores de riesgo demografico independientes destaca de
manera significativa la edad avanzada. La prevalencia de GPAA en
personas mayores de 40 anos es 2,1% (95% IC 1,7 a 2,5), y oscila desde
0,3% (95% IC 0,1 a 0,5) a los 40 afios, hasta 3,3% (95% IC 2,5 a 4,0) a
los 70 afios. En el Baltimore Eye Study , la prevalencia de glaucoma entre
la poblacién caucasica fue 3,4 veces mas alta en los individuos de 70-80
anos que en la de los de 40-50 afos. No suele considerarse el sexo como
factor de riesgo en el GPAA debido a los resultados contradictorios entre

diversos estudios poblacionales (",

5.2.3. RAZA

Parece haber un riesgo fuertemente aumentado en pacientes
afrocaribefios y afroamericanos frente a caucasicos ©®¥. El riesgo relativo
de padecer GPAA en este grupo étnico comparado con pacientes

blancos, es 3,80 (95% IC 2,56 a 5,64). En poblacion latina la prevalencia
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®%) ¢ incidencia " es asimismo mayor que en caucasicos, aunque menor

que en afrocaribefos.

5.2.4. ANTECEDENTES FAMILIARES: PREDISPOSICION GENETICA

Dos estudio sobre diferentes grupos étnicos encuentran que el riesgo de
poseer GPAA fue 9,2 y 4 veces mas alto respectivamente para individuos
con familiares de primer grado confirmados para GPAA comparados con

®657) La historia familiar positiva para

aquéllos que no lo poseian
glaucoma es pues, un fuerte factor de riesgo, siendo la mayor asociacién

para hermanos gemelos de pacientes afectos.

5.2.5. DISMINUCION DEL ESPESOR CORNEAL CENTRAL
La disminucion del espesor corneal central es un factor de riesgo
independiente para GPAA; asi lo confirman al menos dos estudios

%859 Aunque la variacion del grosor corneal central da

poblacionales !
lugar a un artefacto en la medida de la PIO, los pacientes con cérneas
mas finas tienen mayor riesgo de padecer glaucoma con independencia
de la relacion con la PIO. Aunque no se ha demostrado
concluyentemente, se piensa que las cérneas finas pueden ser un

marcador biolégico de vulnerabilidad biomecanica en la ldmina cribosa y

esclera peripapilar .
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5.2.6. PRESION DE PERFUSION OCULAR

La hipotesis vascular en el glaucoma primario de angulo abierto sugiere
que una anormal perfusion de la cabeza del nervio Optico causaria
isquemia e hiponutricién en las células ganglionares retinianas 9 Varios
estudios epidemiolégicos tanto longitudinales como transversales en
diversas poblaciones han demostrado que una presién de perfusion

ocular baja es un consistente factor de riesgo tanto en la incidencia ©1),

(62,63) (64)

prevalencia y progresion del glaucoma. Asimismo, se han
desarrollado diversos métodos para medir el flujo sanguineo ocular, si
bien su valor en la practica clinica esta por determinar. No obstante, en la
actualidad nuestras limitaciones para comprender esta variable compleja
hacen que el rol exacto de la presion de perfusién ocular en el manejo
glaucoma permanezcan sin esclarecer %) En consecuencia, los factores
de riesgo vasculares deben tenerse en cuenta en el manejo del glaucoma,
especialmente cuando la PIO es baja durante las 24 horas con espesor

corneal central normal, y los campos visuales muestran un dafo severo y

progresivo.

5.2.7. MIOPIA
Varios estudios poblacionales identifican la miopia moderada (superior a 3
dioptrias) y alta como factores asociados con incremento de la

59,66

prevalencia de GPAA®®®® | a poblacién latina de California presentd un
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riesgo de GPAA incrementado en un 48% por cada incremento de

longitud axial de 1 mm €7,

5.2.8. FACTORES DE RIESGO SEGUN EL TIPO DE GLAUCOMA DE
ANGULO ABIERTO

En general, los estudios poblacionales no diferencian entre subtipos de
glaucoma de angulo abierto. Un reciente estudio revela que en GPAA y
Glaucoma pseudoexfoliativo (GPEX) la PIO es el unico factor asociado
con ambos, en tanto que las enfermedades vasculares sistémicas lo
estarian exclusivamente con el GPAA®® sugiriendo una diferente

patogénesis de ambos tipos de GAA.

5.2.9. FACTORES DE RIESGO EMERGENTES
Han sido reportados otros factores que podrian estar asociados con un
incremento de riesgo de padecer GPAA. Actualmente se considera, segun

(29)

la Sociedad Europea de Glaucoma*™, que la informacion publicada

acerca de éstos es todavia inconsistente.

5.2.9.1. VARIACIONES CIRCADIANAS DE LA PIO
Diversos autores afirman que las fluctuaciones de la PIO son en si
mismas un factor de riesgo de lesion del nervio éptico “?*%. La PIO varia

a lo largo del dia y numerosas condiciones pueden influir en su valor,
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incluyendo la frecuente ingesta concomitante de farmacos por los
pacientes. Desconocemos hasta qué punto este pico maximo de presion
representa un mayor riesgo frente a una elevacién mantenida de la
misma. Estudios en sujetos sanos demuestran que la PIO es maxima
durante el sueno nocturno, pudiendo deberse al menos en parte, por
cambios en la posicion corporal, de hecho se ha sugerido que la toma de

P10 en decubito semejaria el pico de presién nocturno.

5.29.2. FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON

CONDICIONES SISTEMICAS

5.2.9.2.1. DIABETES MELLITUS
Existe al menos dos veces mas riesgo de padecer GPAA en pacientes
con diabetes comparados con aquéllos que no la tienen (riesgo relativo

1,93, Cl 1,38 a 2,69).

5.2.9.2.2. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES: CARDIOPATIA
ISQUEMICA CRONICA. PRESION ARTERIAL SISTEMICA.

Las evidencias apuntan a una relacion probable, si bien los datos no son
concluyentes. Sabemos que determinadas enfermedades
cardiovasculares asociadas, concretamente la cardiopatia isquémica

cronica estable, empeoran la evolucion de pacientes con GPAA. Estudios
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de impacto de factores de riesgo vascular, tales como el Egna-Neumarkt
Study ©®, reportan informacion acerca de una fuerte asociacién entre
baja presion de perfusién diastélica e incremento progresivo de la
frecuencia de glaucoma hipertensivo, estimandolo como un potencial

nuevo factor de riesgo para la enfermedad.

5.2.9.2.3. SINDROME DE APNEA OBSTRUCTIVA DEL SUENO

Recientemente, se ha reconocido su relacion con ciertos procesos
oftalmolégicos. Estos incluyen el sindrome del parpado flacido, el
glaucoma, la neuropatia éptica isquémica no arteritica y el papiledema.
En concreto, los pacientes con SAOS tienen una alta prevalencia de
glaucoma de angulo abierto de presion normal, especialmente aquéllos en
estadios moderados y severos de enfermedad; la severidad de la apnea
parece ser inversamente proporcional al espesor de la capa de fibras

nerviosas de la retina ©9,

5.2.9.2.4. HIPERLIPIDEMIA Y TRATAMIENTO CON ESTATINAS

La definicion de dislipemia incluye cualquier alteracion en los niveles de
lipidos plasmaticos (colesterol, sus fracciones y triglicéridos) ya sea por
exceso o por defecto. Se recomienda la busqueda activa de pacientes con
hipercolesterolemia porque es un factor de riesgo cardiovascular mayor;

en cambio, la deteccidn de hipertrigliceridemia sélo se recomienda en
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determinados casos ). Diversos autores afirman que el uso de estatinas
se asocia con una significativa reduccion en el riesgo de GPAA en
personas con hiperlipidemia. Tal afirmacion es sustentada tanto en
estudios clinicos observacionales como en investigacion basica,
aconsejando la implementacion de estudios prospectivos para asi poder
evaluar adecuadamente el rol de las estatinas en la prevencion del

glaucoma de angulo abierto precoz 72,

5.2.9.2.5. GENERO FEMENINO: DEFICIT ESTROGENICO

Recientes estudios correlacionan una menarquia tardia con el desarrollo
de GPAA . Asimismo, en mujeres norteamericanas de 40 afnos o mayores
sometidas a histerectomia y/o ooforectomia se ha observado una
prevalencia aumentada dos veces de glaucoma. Estos hallazgos sugieren
la hipotesis de que una pérdida precoz estrogénica puede ser un potencial

factor de riesgo para el glaucoma ™.

5.2.9.2.6. MIGRANA. SINDROME DE RAYNAUD
La asociacion entre migrana y GAA, concretamente el glaucoma de
tension normal ha sido sugerida por varios estudios 4. El Blue

(75)

Mountains Eye Study sugirié la posibilidad de una asociacién entre

cefalea migrafiosa tipica y glaucoma, que podria ser modificada por la
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edad. Se propone el vasospasmo que ocurre en la migrafia como

fenédmeno relacionado.

5.2.9.3. ESTILO DE VIDA: HABITOS, NUTRICION, ACTIVIDAD FISICA
Hay una serie de factores que pueden tener un papel relevante en la
patogenia y fisiopatologia del glaucoma y que estan insuficientemente
documentados. Desde un enfoque de salud integral, la nutricion, el
ejercicio fisico, incluso los habitos tdxicos, pueden tener un papel
relevante en la especial vulnerabilidad del nervio oOptico de estos
pacientes. Asi se desprende de estudios poblacionales como el Estudio
de Fracturas osteoporéticas en Mujeres Mayores, en el que se revelan
datos acerca de que el alto consumo de ciertas frutas y vegetales pueden
estar asociados con un descenso del riesgo de glaucoma (76) Asimismo el
consumo de ciertas sustancias, tales como cocaina u otras, son factores

predictivos de glaucoma segun ciertos autores N,

a) ACTIVIDAD FiSICA

La actividad fisica se ha mostrado como un habito de vida que se

relaciona con una menor incidencia de morbimortalidad cardiovascular %,

(") describen el enorme beneficio que pueden

Otras investigaciones
proporcionar la actividad y el ejercicio fisico, tanto en las personas sanas

como en aquellas con alguna enfermedad crénica, como hipertension,
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diabetes mellitus y dislipemias. También se ha asociado con la prevencién
del cancer de colon, de mama y de los érganos reproductores femeninos.
Ademas, psicolégicamente, la actividad fisica alivia la ansiedad y la
depresion, ayuda a mejorar la propia imagen y la autoestima, y mejora la
calidad del suefio y la calidad de vida relacionada con la salud (80),

La actividad fisica comprende cualquier actividad muscular que

incremente el gasto energético de forma sustancial ®1),

Esto incluye
actividades habituales de la vida diaria que implican movimiento corporal,
como caminar, ir en bicicleta, subir escaleras, hacer las tareas del hogar y
comprar.

El ejercicio es un esfuerzo planificado e intencionado, al menos en parte,
para mejorar la forma fisica y la salud. Puede incluir actividades como
andar a paso ligero, bicicleta, aerdbic y quizas algunas aficiones activas

como la jardineria y los deportes competitivos 2

. Desde un punto de
vista cuantitativo, la actividad fisica se ha definido como «al menos 150
min de actividad fisica moderada por semana» ®3) El sedentarismo se ha
definido como la realizacion de actividad fisica, tal como caminar a paso
rapido, realizar tareas en el jardin o tareas domésticas pesadas, menos
de tres veces a la semana ®). El sedentarismo ha sido incluido como

diagnostico de enfermeria por NANDA—Internacional ®°). Este diagnéstico

se define como un habito de vida que se caracteriza por una actividad
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fisica baja (menos de 90 min de actividad fisica moderada semanal) y que
puede conllevar un riesgo para la salud .

La prevalencia del sedentarismo es alta en la Unién Europea, y en
Espafia el habito sedentario afecta a un 40,38% de la poblacién espanola
mayor de 16 afios ®”). Estos patrones de actividad fisica no se distribuyen
de forma homogénea en la poblacion sino que se asocian a la clase
social, los estudios realizados o los ingresos econémicos (88),

Los patrones de actividad se pueden determinar por al menos dos
diferentes vias de estimacion: a) directa (bioquimica) muy costosa técnica
y econdmicamente, o bien b) indirecta, a través de una entrevista con el
paciente, para lo cual se han desarrollado cuestionarios que estiman la
actividad fisica de la persona. Por una parte encontramos un tipo de
cuestionarios que podriamos denominar de deteccion de la actividad
fisica, que identifican la actividad fisica realizada y cuyo resultado suele
ser una clasificacion global de los sujetos (activo-inactivo) . Otro tipo de
cuestionarios son los que cuantifican la actividad fisica identificando la
intensidad, la frecuencia, la duracion y la cantidad total de actividad fisica
desarrollada, y cuyo resultado suele ser un indice (unidades de ejercicio)
o una variable continua en MET/min 9. Un MET (equivalente metabdlico)
se define como la “tasa de gasto energético necesaria para mantenerse
sentado en reposo”. Los MET equivalen a 1kcal por kilo de peso corporal

y hora, 0 a 3,5ml de oxigeno por kilo de peso corporal y minuto ®n,
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Auspiciado por la Organizacién Mundial de la Salud y patrocinado por la
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, el recientemente
publicado Estudio Europeo Prospectivo de Investigacion acerca del
Cancer y Nutricion (EPIC) ©?, el mayor estudio paneuropeo
medioambiental, de estilo de vida y asociaciones genéticas de
enfermedades crénicas en la edad adulta, ha seguido durante un periodo
medio de mas de doce afnos a una poblacion de mas de cuatrocientos
mil europeos de ambos sexos pertenecientes a diez paises, estudiando
entre otros datos el indice de masa corporal, circunferencia de la cintura y
actividad fisica mediante el empleo de cuestionarios validados de
autoinforme ¥, El estudio es concluyente: la actividad fisica reduce todas
las causas de mortalidad. Foster et al. por su parte, han estudiado el
glaucoma y las enfermedades maculares de la cohorte EPIC de la
poblacioén inglesa de Norfolk (mas de diez mil individuos de ambos sexos
durante cinco afos), valorando detalles de calidad y estilo de vida ( en
esta cohorte el cuestionario de actividades fisicas empleado fue el
denominado EPAQ2 ®¥), junto con medidas analiticas (hemoglobina
glicosilada, ascorbato) y moleculares (ADN), con la expectativa de hallar
evidencias que refuercen la importancia de la dieta, estilo de vida y

(95,96

exposicion medioambiental en las enfermedades oculares ). De este

trabajo se reporta y demuestra, entre otros hallazgos, la relacién entre la

realizacion de actividad fisica y presién de perfusion ocular ®N un
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consistente factor de riesgo para el glaucoma. Se estudié una cohorte de
5650 participantes y empleando instrumentos validados de autoencuesta
sobre actividad (categorizandola en inactivo, moderadamente inactivo,
moderadamente activo y activo), determinaciones seriadas de PIO
(mediante ORA y tonometria Goldman) y presion arterial sistdlica y
diastdlica. Se concluyd con el hecho de que bajos niveles de actividad
fisica se asocian con bajos valores de presion de perfusion ocular,
aconsejando la necesidad de futuras investigaciones para discernir el
potencial beneficio de un incremento de la actividad fisica como método

simple y seguro para modificar el riesgo de glaucoma.

b) OBESIDAD Y SOBREPESO

La obesidad ha sido relacionada con glaucoma, catarata, degeneracion
macular asociada a la edad y retinopatia diabética. Asi, se ha descrito un
relacion entre la reduccion del espesor de la capa de fibras nerviosas en

varones glaucomatosos con alto indice de masa corporal (%8),

5.2.9.4. ESTADO EMOCIONAL

Existen pruebas de empeoramiento del glaucoma en pacientes sujetos a
determinados estados psicopatoldgicos, en concreto, ansiedad, depresién
y estrés psicofisico. De los estudios psiquiatricos y psicométricos en

poblacién enferma de glaucoma en diversos estadios y pacientes
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oftalmolégicos no glaucomatosos, los hallazgos mas significativos
comprendieron 9 :

- La comprobacion, en la poblacién afecta de glaucoma, de una
emotividad difusa que disminuye la capacidad de decisién cuando se
confrontan con situaciones dificiles o estresantes (la enfermedad y el
tratamiento lo son). Esta dificultad de respuesta es mas severa en los
pacientes con glaucoma avanzado.

- El 55% de los glaucomatosos presentan dificultades para modular sus
pulsiones agresivas, frente al 24% en el grupo control. Por el contrario, las
respuestas evasivas o ambiguas en relacion con la obediencia terapéutica
se encuentran en el 71% de los pacientes con glaucoma avanzado, y s6lo
el 17% de pacientes con glaucoma leve.

- Los glaucomatosos presentan, fuera de la existencia o ausencia de
conflictos psiquicos, un marcado repliegue afectivo, con dificultad para
tomar conciencia y/o expresar verbalmente sus propias emociones. Este
trazo de personalidad en los glaucomatosos se aproximaria al de las
llamadas personalidades alexitimicas, descriptas por Nemiah vy
observadas en ciertas afecciones psicosomaticas como el asma bronquial
y la ulcera duodenal.

- En la evaluacion psiquiatrica se comprobd ademas, siguiendo el criterio
diagndstico del DSM-IV, la existencia de trastornos adaptativos de la

personalidad, que tienen como caracteristica el desarrollo de sintomas
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emocionales o comportamentales en respuesta a un estresante
identificable, que en este caso esta representado por una enfermedad
cronica, progresiva e incapacitante. En la poblacion glaucomatosa, de
acuerdo con esta codificacion, se hallaron los siguientes tipos:

1) Con estado de animo depresivo: En donde predominé el animo
depresivo, con baja autoestima, llanto o sentimientos de desesperanza.

2) Con ansiedad: Las manifestaciones predominantes en estos
pacientes fueron la preocupacién y ansiedad excesivas, desarrollando en
algunos casos estados de expectacién aprensiva, irritabilidad, temor a la
separacién de las figuras de mayor vinculacion (ansiedad de separacion)
y trastornos del suefio.

3) Mixto, con ansiedad y estado de animo depresivo: coexistencia
de manifestaciones de los dos tipos anteriores. Estos trastornos
adaptativos en sus distintos tipos se hallaron en el 57% del grupo con
glaucoma avanzado, 26% del grupo con glaucoma leve y 19% del grupo
control. Se demuestra asimismo que la prevalencia de trastornos de
personalidad es mas elevada en los pacientes con glaucoma avanzado
(42%) que en los otros dos grupos; sin embargo ninguna patologia de la
personalidad aparece como especifica 0 dominante en estos pacientes y
la actitud frente a la propia enfermedad, hallando asociaciones entre

100

labilidad emocional e incumplimiento terapéutico (190) | as implicaciones

en la adherencia terapéutica y las dificultades en recordar informacién
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importante complican la capacidad de seguir las instrucciones del médico.

Tales observaciones apuntan a la necesidad de tenerlas en cuenta en

futuras investigaciones de cara a manejarlas como factores en la

adherencia al tratamiento del glaucoma.

6. HISTORIA EVOLUTIVA DEL GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO
ABIERTO

ASYMPTOMATIC Dy,
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Fig.1. llustraciéon. Evolucion de HTO/GlaucomalAtrofia Optica.
Tomado de Weinreb et al. Am J Ophtalmol 2004, 138 458-467

Podemos, siguiendo el esquema continuo de Weinreb y colaboradores
(101)

esbozar la historia natural de la enfermedad glaucomatosa. El
glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa del nervio 6ptico que

puede presentarse en diversas etapas a lo largo de un continuo.
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Se describen 3 fases en este continuum: Iniciado por la muerte acelerada
de células ganglionares de la retina, la pérdida axonal y posterior dano del
nervio oOptico, y la eventual pérdida de campo visual; clinicamente
podemos hablar de enfermedad indetectable, enfermedad asintomatica, y
deterioro funcional.

Este espectro continuo de eventos genéticos, moleculares, estructurales y
funcionales cuya diana celular es la célula ganglionar y su capa de fibras
nerviosas se inicia desde un estado de normalidad. Por motivos aun
desconocidos, en un estadio actualmente indetectable la enfermedad
debuta con un primer acontecimiento celular: la induccion de apoptosis,
con muerte progresiva de células ganglionares y reduccion axonal; este
proceso inicia cambios en la capa de fibras nerviosas de la retina, en un
principio indetectables. En el momento en que la evolucion del proceso y
nuestra precision diagndstica lo permite, la deteccion incipiente de estos
primeros cambios estructurales orienta hacia una fase de enfermedad
asintomatica. Cuando la funcién visual se ve afectada por el proceso,
asistimos al estadio de enfermedad sintomatica, con cambios progresivos
tanto en la funcion visual como en el nervio 6ptico, cambios que pueden
presentar un espectro de gravedad variable, pero que en ultimo término,
pueden conducir a la ceguera.

Vemos pues, que el mecanismo intimo y primario por el cual se inicia el

proceso glaucomatoso es la muerte de neuronas ganglionares que,
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morfolégicamente se define como apoptosis. Podemos definir la apoptosis
como un mecanismo autoprogramado de autodestruccion celular donde
observamos una disminucién el tamano celular, condensacién de la
cromatina nuclear y otros diversos cambios involutivos, eventos
desencadenados por una activacién genética que de hecho, puede ocurrir
de manera fisiolégica ® durante el desarrollo del sistema nervioso central.
A la vista de este proceso, en nuestro razonamiento clinico se debe incluir
la importancia de la gestion a largo plazo y los cuidados de seguimiento,
que se hacen evidentes cuando se considera la relacion entre el dafio
estructural y la pérdida funcional.

“El objetivo genérico del tratamiento del glaucoma radica pues en
detener, demorar o limitar la progresion hacia la discapacidad visual

significativa del paciente glaucomatoso."

7. ESTADIOS DE SEVERIDAD DEL GLAUCOMA

El sistema de estadiaje del glaucoma (GSS en sus siglas en inglés) (1%
ha sido concebido como una via de medicion de la progresion de la
enfermedad en los pacientes afectos. Deben ser claramente definidos los
estadios de la enfermedad, si es posible detectar enfermedad progresiva
y poder calibrar la efectividad de los tratamientos en cada estadio;
deberia pues, ser un sistema que provea de una categorizacion precisa

sin ambiguedades, facil de emplear y de resultados consistentes.
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En la literatura revisada los GSSs examinados incluyen el sistema de
estadiaje usado en el Estudio de Intervencion en Glaucoma Avanzado
(AGIS), el del Estudio para el Tratamiento del Glaucoma Inicial (CIGTS),
la Escala Binocular Esterman y el Sistema Bascom Palmer, con sus
modificaciones; desarrollaremos brevemente sus lineas generales.

AGIS: AGIS emplea la desviacion total impresa en el mapa umbral 24-2
del analizador Humphrey para clasificar el campo visual del paciente; este
estudio puntua tres sectores de campo: areas nasal, superior e inferior.
Para calificarla de anormal, una depresion debe tener mayor magnitud en
el campo superior que en el inferior, y debe ser mas profunda en periferia
que en el centro. Una puntuacién de cero indica ausencia de pérdida
visual, mientras que veinte definen la puntuacion maxima. Un estadio de
pérdida visual fue definido arbitrariamente como un incremento de
puntuacion de cuatro.

CIGTS: El sistema de estadiaje de CIGTS emplea una metodologia
similar a la utilizada en AGIS; un paciente se considera que sufre
progresion cuando su puntuacion se incremente en tres o mas.

ESCALA BINOCULAR ESTERMAN: Basada en el empleo del test de
campo visual del analizador de campo binocular  (CooperVision
Diagnostics Dicon AP200 perimeter). La Asociacion Médica Americana

aceptdé este sistema en 1984 como estandar de cuantificacion de

78



INTRODUCCION

capacidades visuales. Los pacientes con pérdida glaucomatosa avanzada
ademas respondian a un cuestionario con 15 items de calidad de vida.
BASCOM PALMER (HODAPP-ANDERSON-PARRISH). EI GSS de
Bascom Palmer supone el fundamento de un nuevo GSS. Parecido a los
sistemas de CIGTS y AGIS, este sistema permite estadiar en base al HVF
test, hecho que le confiere una aplicacién sencilla a multiples pruebas
retrospectivas. Este sistema asigna pacientes glaucomatosos a diferentes
estadios de progresién de enfermedad en base a la combinacién de la
puntuacion del defecto medio (MD) y uno de los siguientes: 1) puntuacion
de probabilidad de desviacion patron (indicando desviacion de un campo
visual normalizado), 2) grafico de decibeles (estadios 2 a 4) o, para el
estadio 1, cada desviacién patrén estandar corregida/desviacion patrén
estandar (CPSD/PSD) o resultados de test de hemicampo de glaucoma.
Como critica al procedimiento, este GSS podria no representar el rango
completo de estadios de progresion del glaucoma, especificamente el de
pacientes con precoces y minimos defectos, o aquéllos con ceguera en
estadios terminales.

Posteriormente, este sistema ha sido modificado y enriquecido a través de
un panel de expertos, ya que de los GSS existentes se considera al de
Bascom Palmer el mas adecuado, pues permite una asignacion
estructurada en estadios de severidad basado en parametros Humprey

del campo visual de una manera relativamente simple. Se considera por
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tanto apropiada la clasificacion GSS del Bascom Palmer (Hodapp-
Anderson-Parrish) para estadiaje retrospectivo en base a los campos
visuales, incluyendo el rango completo de progresion, desde pre-
campimétrico a ceguera absoluta. Los tests de agudeza visual fueron
afiadidos para determinar categorizacion en estadios finales. El GSS final
se compone de 6 estadios (en base al Humphrey visual field). EI GSS fue
validado en 30 estudios de otros tantos pacientes en la Universidad de
Duke (North Carolina), siendo estadiados los pacientes en base a la peor
puntuacion de campo visual; el instrumento demostré capacidad para
clasificar todos los pacientes con glaucoma desde la hipertensién ocular
hasta la ceguera. Se definen pues, los siguientes estadios: estadio 0
(campo visual normal), estadio | (precoz), estadio Il (moderado), estadio
lIl (avanzado), estadio IV (severo), y estadio V (estadio final). Los criterios
de estadiaje se basan principalmente en el HVF, con MD como principal
medida. Hay asimismo tres subdominios para ajustes, dependiendo de la
relacion CPSD/PSD vy resultados de tests de hemicampo para estadios 0
y |, el valor numérico para estadios Il a IV y el valor de desviacion patrén
para estadios | a IV. El estadio V se clasifica en base a la pobre agudeza
visual e incapacidad para la realizacion del test de campo visual,
resultado de la severa pérdida de campo. Logra “estadiar” el glaucoma al

100%. Ademas esta clasificacion permite asignar tratamientos en razoén
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de coste-efectividad y demuestra un aumento exponencial del coste con

la progresion del glaucoma.

PERDIDA GLAUCOMATOSA LEVE

a) DM < -6dB

b) Menos de 18 puntos deprimidos por debajo del nivel de probabilidad del 5% y menos del 10
puntos por debajo del nivel de p< 1%

¢) No hay puntos en los 5 grados centrales con una sensibilidad inferior a 15 dB

PERDIDA GLAUCOMATOSA MODERADA

a) DM < -12dB

b) Menos de 37 puntos deprimidos por debajo del nivel de probabilidad del 5% y menos de 20 puntos
por debajo del nivel de p< 1%

¢) No hay déficit absoluto (0dB) en los 5 grados centrales

d) Sélo un hemicampo con sensibilidad <.15dB en los 5 grados centrales

PERDIDA GLAUCOMATOSA AVANZADA

a) DM >-12dB

b) Mas de 37 puntos deprimidos por debajo del nivel de probabilidad del 5% o mas de 20 puntos por
debajo del nivel de p< 1%

¢) Déficit absoluto (0dB) en los 5 grados centrales

d) Sensibilidad < 15dB en los 5 grados centrales en ambos hemicampos

Tabla 1. Estadiaje del Glaucoma segun
HODAPP-ANDERSON-PARRISH

8. GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DEL GLAUCOMA

8.1. INTRODUCCION

El glaucoma es una enfermedad multifactorial, donde se imbrican factores

genéticos y ambientales. Sabemos que la herencia del glaucoma es
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poligénica, no mendeliana, hecho éste que dificulta notablemente su
comprensiéon. No obstante, existe el consenso de que una aproximacion al
conocimiento de los mecanismos genéticos implicados en la enfermedad
constituira en un futuro probablemente la clave en la prevencion y quiza el

tratamiento del glaucoma.

8.2. GENES Y GLAUCOMA

8.2.1. Gen MYOC/TIGR

Identificado por Stone et al "%, EI gen MYOC codifica una glicoproteina
extracelular denominada miocilina. Dicha proteina se expresa en diversos
tejidos oculares, tales como la malla trabecular, el cuerpo ciliar, la retina y
la cabeza del nervio 6ptico. Las mutaciones del gen MYOC estan
asociadas al glaucoma juvenil. EI gen MYOC se altera aproximadamente

en el 4% de los casos de Glaucoma Primario de Angulo Abierto %),

8.2.2. Gen OPTN

Dicho gen se localiza en el cromosoma 10p14. Codifica la sintesis de una
proteina de 66 kilodaltons denominada optineurina. Desconocemos su
funcién intima, pero se la ha implicado como neuroprotector %4

interactuando con otras moléculas, tales como el factor alfa de necrosis

tumoral, huntingtina, Tab8 proteina asociada a la Ras y factor de
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transcripcion IlIA. La optineurina se expresa en malla trabecular, epitelio
ciliar no pigmentado, retina y cerebro. Las alteraciones en la secuencia de
optineurina han sido halladas en el 16,7% de las familias con GPAA
hereditario de comienzo adulto, en su forma autosémica dominante,

incluyendo individuos con presion intraocular normal.

8.2.3. GEN WDR36

Este gen codifica una serie de proteinas expresadas en cristalino, iris,
esclerdtica, musculos ciliares, cuerpo ciliar, malla trabecular, retina y
nervio 6ptico. Las mutaciones de WDR36 y sus diferentes expresiones
oculares son consistentes con su papel etiolégico en glaucoma de presién

alta y de presion normal (%%,

8.2.4. GEN CYP1B1
El gen CYP1B1 codifica un miembro de la subfamilia | de la superfamilia
de proteinas del citocromo P450. Se le relaciona con 20-80% de los casos

de glaucoma congénito primario ("%,

8.2.5. OTROS GENES
Diversos estudios han descrito el papel relevante en la enfermedad de
otros genes. Asi, los polimorfismos genéticos en apolipoproteina E

(ApoE) se han asociado a la neuropatia glaucomatosa (197 "en concreto,
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a un mayor dafo de nervio Optico y campo visual en pacientes
glaucomatosos. Este estudio también indica que el polimorfismo del gen
MYOC (MT1) se asocia a un aumento de la PIO, hecho que puede estar
en relacion con la limitada efectividad de los tratamientos para reducir la
PIO en ciertos pacientes con GPAA. Recientemente se han descrito
variantes heterozigéticas no sinébnimas de la GTPasa reguladora de
retinitis pigmentosa interactuante proteina 1 (RPGR1P1) gen, que pueden
causar o incrementar la susceptibilidad a padecer diversas formas de

glaucoma (%),

8.3. EPIGENETICA
La epigenética estudia aquéllos cambios heredables (tanto fenotipicos
como en la expresion génica) causados por procesos diferentes a las
variaciones de la secuencia de ADN, en otras palabras, la informacién
epigenética modularia la expresion de los genes sin alterar la secuencia
de ADN. Los mecanismos descritos hasta el momento para producir estos
efectos son:

- Metilacion de ADN

- Impronta gendmica

- Modificacion de histonas (acetilacion, fosforilacién, metilacion)
Asi, la epigenética hace referencia a los mecanismos que utiliza el

organismo para traducir la informacion genética de una generacion. Estos
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hechos podrian explicar ciertas variaciones en los signos y sintomas
clinicos observados y también en las tasa de progresion de los pacientes
con GPAA (199,

Tales hallazgos sugieren que cambios en la nutricion y los habitos de
vida pueden incidir en la evolucion, en este caso, de la enfermedad
glaucomatosa, sugiriendo el desarrollo de técnicas para identificar a
pacientes en situacion de riesgo debido a su intimo perfil nutricional y

genético (19 .

8.4. GENOMICA NUTRICIONAL

La Gendmica nutricional aparece asi como una disciplina novedosa, que
pretende proporcionar un conocimiento molecular sobre los componentes
de la dieta que contribuyen a la salud mediante la alteracion de la
expresion y/o estructuras segun la constitucion genética individual. El
estudio de las interacciones entre el genoma y nutrientes presenta dos
vias de estudio principales:

Nutrigenética: estudia el efecto de las variaciones genéticas en la
respuesta del organismo a los nutrientes.

Nutrigenémica: estudio de la influencia de los nutrientes en la expresion

génica y por tanto, en la salud-enfermedad.
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Una consecuencia derivada de estos conceptos es la posibilidad de
desarrollar tests o pruebas nutrigenéticas que permitan identificar
alimentos que se adapten o no al perfil nutrigenético personalizado,
pudiendo definir consejos alimenticios personalizados y elaborar

estrategias de prevencion de la enfermedad (",

8.5. APOPTOSIS Y GLAUCOMA

En 1996, Levin y Louhab describen el fendbmeno celular de la apoptosis
en las células ganglionares de la retina de un varén de 70 afios afecto de
neuropatia optica isquémica anterior. Desde entonces, un gran numero
de estudios clinicos y experimentales concluyen que la muerte de las
células ganglionares de la retina y la desaparicibn de sus axones

representan la via final de la pérdida visual en paciente con glaucoma (112-

16) y que el mecanismo patogénico implicado es la apoptosis ('"129). Es

importante resenar que, si bien hay numerosas evidencias que muestran

la apoptosis como mecanismo principal y temprano de la muerte de

(119)

células ganglionares en el glaucoma , la necrosis es también un

mecanismo que contribuye en la fase tardia de la progresién del mismo

(121)
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9. BIOMARCADORES. BIOMARCADORES MOLECULARES EN

GLAUCOMA

9.1. ;COMO SE DEFINE UN BIOMARCADOR EN MEDICINA?
CONOCIMIENTO ACERCA DE LOS BIOMARCADORES EN SALUD
HUMANA Y EN GLAUCOMA

Podemos definir un marcador biolégico, desde un punto de vista
biomédico, como aquélla molécula identificable en tejidos y fluidos
corporales mediante técnicas de laboratorio, y que segun sus
caracteristicas, funcién y disponibilidad, facilitan el diagnéstico y el

g (122

pronéstico de las enfermedade ). Se han descrito marcadores ligados

a procesos de inflamacion, isquemia-reperfusion, cancer y
neurodegeneracion, entre otros (1%,

El incremento de la sensibilidad y precision de las técnicas gendmicas,
protedmicas y metabolémicas ha permitido la identificacién de moléculas

124) incluyendo:

que pueden servir potencialmente como marcadores (
* Marcadores de deteccion precoz de enfermedad
* Marcadores predictores de severidad de la enfermedad
* Marcadores predictores de la velocidad de progresion de la misma
* Marcadores predictores de la respuesta terapéutica

La severidad de una enfermedad puede ser diferente en pacientes en un

estadio equivalente de enfermedad; es mas, la progresion de una
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enfermedad en diferentes individuos, o en diferentes érganos de un
mismo individuo puede ocurrir a diferentes velocidades. El glaucoma es
un ejemplo clasico de esta presentacién asimétrica. La identificacion de
biomarcadores cuantitativos pueden revelar aspectos del proceso
patolégico que pueden resultar de especial ayuda al clinico a la hora de

comprender y monitorizar la respuesta a los tratamientos.

9.2. REQUISITOS INICIALES

(125 se describen lo que

En un reciente editorial de Journal of Proteomics
podemos denominar, requisitos que deberia cumplir un biomarcador
clinico:

1. El primer requisito se refiere a la ubicacién de los biomarcadores en el
contexto de una necesidad clinica clara. Si ésta no es consistente,
comprendemos que no hay justificacion para el desarrollo de un
biomarcador. En general, existen biomarcadores/indicadores para
situaciones patoldgicas especificas y se utilizan en la actualidad con una
precision conocida y descrita. Para ser de alguna utilidad potencial, un
nuevo biomarcador tiene que resultar en ultima instancia en una mejora
significativa (por ejemplo, mayor precision, menor coste, etc ) de la
practica actual.

Por consiguiente, se sugiere que en los informes de descubrimiento de

biomarcadores se debe dar el contexto especifico de uso propuesto, asi
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como el estado actual de la técnica. Tal circunstancia debe incluir
informacion especifica sobre la poblacion objetivo.

2. El segundo requisito se refiere al problema actual de que los
resultados de estudios de deteccion no pueden ser reproducidos en

126.127) | os biomarcadores protedmicos predicen un aumento de

general |
la probabilidad de un estado patolégico significativo asociado con un
resultado potencialmente negativo. Un biomarcador sélo puede evaluarse
en una prueba de conjunto independiente, que contenga muestras
suficientes para demostrar un valor significativo. Idealmente, el
rendimiento debiera ser evaluado en las muestras que reflejan la situacion
clinica tipica. Sin embargo, este requisito puede ser con frecuencia dificil
de cumplir, como resultado de la falta de muestras apropiadas. En el
mismo sentido, es previsible pensar que la mayoria de los biomarcadores
pertinentes tendran valor prondstico; por lo tanto, lo ideal seria que se
probaran en un estudio prospectivo. La implicacién derivada tiene caracter
econdmico, ya que resulta complejo conseguir financiacion para el estudio
prospectivo adecuado en ausencia de la publicacion de datos
preliminares. El desarrollo de biobancos podria ser una solucién valida a
este problema; sin embargo, los procedimientos eficientes para conseguir
accesibilidad de muestras no estan aun bien desarrolladas. Para evitar la

aplicaciéon de normas demasiado restrictivas y que pueden bloquear

negativamente la investigacion de biomarcadores clinicos se puede
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implementar una solucion de compromiso: las muestras de estudios
independientes (que reflejan la situacion clinica tipica) seran empleadas
para los primeros estudios de validacién. El estudio debe ser disefiado de
tal manera que el valor del biomarcador en el contexto de su realidad de
uso propuesta, pueda al menos ser verosimilmente creible como valido.
3. Oftras cuestiones que se deben tener en cuenta son que un
biomarcador debe tener un potencial demostrado para mejorar el estado
actual de la técnica, ya sea en base a su sola actuacién, o por ser de un
valor afadido a la norma actual. En el mismo sentido, la aplicacién del
biomarcador debe tener un potencial terapéutico. Para poner de relieve
claramente el valor de un marcador biolégico, se debe discutir la
consecuencia practica de su aplicacion. Por ejemplo un biomarcador para
predecir un peor pronostico para los pacientes con carcinoma de células
renales, sin ninguna opcién terapéutica para mejorar la situacién, no
parece ser de alguna utilidad practica.

El objetivo final es pues, que la investigacion de biomarcadores confiera
un mayor impacto en la atencion al paciente, constituyendo una fuerza

impulsora y determinante en la estrategia diagnédstica y terapéutica futura.

9.3. BIOMARCADORES GENETICOS EN GLAUCOMA

Los estudios genéticos han identificado mutaciones en el gen MYOC,

WDR36 y OPTIN asociados con formas de glaucoma de angulo abierto
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con herencia familiar; no obstante, unicamente infrecuentes variaciones
de estos genes han sido asociadas a un pequefio porcentaje de
glaucomas primarios de angulo abierto y neuropatia éptica asociada a la
edad, caracterizada por una excavacion y atrofia de la cabeza del nervio

128,129) | oo

Optico sin evidencia de anormalidades en el segmento anterior (
avances en el desarrollo de ciertas técnicas, en concreto los estudios de
asociacion de genoma amplio (GWAS) han proporcionado conjuntos
(arrays) genotipicos de alta resolucion, secuenciables y analizables. El
primer estudio GWAS significativo en glaucoma fue descrito para el

) 3% principal causa de glaucoma

sindrome de pseudoexfoliacién (PES
secundario de angulo abierto. En el PES la presion intraocular tiende a
ser mas elevada que en el glaucoma primario de angulo abierto, y hay
también asociaciones con catarata, complicaciones intraoperatorias,
enfermedad venooclusiva retiniana, pérdida auditiva y otros hallazgos
sistémicos. El descubrimiento por investigadores islandeses de que
variaciones en el gen LOXL1 (lisil oxidasa-like 1) se asocian a PES han
sido demostradas en otras poblaciones (3. no obstante, otros factores
implicados (influencias del entorno, otros loci genéticos) deben tenerse en
cuenta, pues la regulacion alterada de LOXL 1 no explica por si sola todo
los casos de PES.

Un analisis cuantitativo sobre las caracteristicas del nervio 6ptico en una

gran poblacién de caucasicos europeos mostraron que las variantes
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comunes en la region gendmica atoh7 (homdlogo atonal 7) se asocian

132)

con el tamario del disco y que las variantes comunes en CDKN2B-

AS1 y SIX1/6 se asocian con ratios copa/disco '*¥. Por otra parte, las
variantes en TMCO1 (dominio transmembrana) y GAS7 (crecimiento de

detencién especifica 7) han podido ser asociados con variaciones de la

134)

presion intraocular **) mientras que los polimorfismos en ZN469 (zinc

finger protein 469) estan asociados con el espesor corneal central (135),
Las mutaciones en este ultimo gen pueden producir una variante

infrecuente del sindrome de cérnea fragil.

9.4. BIOMARCADORES PROTEOMICOS E INMUNOPROTEOMICOS.
POSIBLES APLICACIONES EN GLAUCOMA

Varios estudios clinicos y experimentales apuntan hacia la posible

(136,137

participacion autoinmune en el glaucoma ). Por otra parte, existe

una fuerte evidencia en relacion a que muchos pacientes sufren cambios

en su autoinmunidad natural, antes y/o durante su proceso patologico (%%

139) Estos efectores del sistema inmune innato pueden ser considerados

factores de regulacion (4%

, potencialmente capaces de modular la
actividad de moléculas diana e influir en las funciones fisioldgicas, incluso
formar parte de algun tipo de mecanismo de proteccion; en la enfermedad

de Alzheimer (EA), los datos de los experimentos con animales y ensayos

clinicos sostienen que los autoanticuerpos pueden ser parte de un
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141.142)  Por lo tanto, los

mecanismo de proteccion inmunitario innato (
anticuerpos de origen natural podrian ser utilizadas con fines terapéuticos.
Es importante destacar que la aplicacién de inmunoglobulina intravenosa
ha sido propuesta como un agente potencial como inmunoterapia en el
tratamiento de EA *"'*3) al mejorar la funcién cognitiva. La alta
coincidencia de EA y glaucoma (%9 vy el hecho de que
inmunoldégicamente se puede reducir efectivamente la apoptosis in vivo

146) apuntan a un posible tratamiento

de células ganglionares de la retina (
mediante inmunoglobulina intravenosa contra el glaucoma.

La enorme complejidad de anticuerpos hace la investigacion en este
campo dificil, pero los estudios sobre perfiles de anticuerpos IgG han
revelado repertorios de anticuerpos especificos contra el tejido ocular en
el suero y el humor acuoso de pacientes con GPAA y glaucoma de

147.148) Estos perfiles de anticuerpos complejos son muy

tension normal ¢
estables y existen entre las diferentes poblaciones de estudio procedentes
de Alemania y los Estados Unidos.

Ademas, los estudios sugieren que los autoanticuerpos también pueden
tener un efecto protector; ciertos anticuerpos que presentan fendmenos
de down regulation en los pacientes con GPAA se aplicaron a las CGR in
vitro y aumentaron su viabilidad en condiciones de estrés ('*°. Esto

sugiere que la ausencia o la pérdida de algunos autoanticuerpos, tales

como anti-GFAP (anti-proteina acida fibrilar glial ) posiblemente reflejan
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una pérdida de la autoinmunidad protectora natural, apuntando a un
caracter neurodegenerativo de estos procesos.

A pesar de estos resultados, todavia no esta claro si los cambios en los
perfiles de autoanticuerpos son patégenas o simplemente una
consecuencia de la misma neuropatia éptica glaucomatosa. En todo caso,
aunque el glaucoma no se considera una enfermedad autoinmune clasica,
estos cambios en los perfiles de anticuerpos pueden ser utilizados como
una prueba de deteccion; el analisis de los perfiles de anticuerpos podria
ser util para detectar el glaucoma en una etapa temprana; éstos podrian
ser biomarcadores utiles en los ensayos de intervencion para intentar
prevenir el desarrollo de los signos clinicos clasicos. En muchas otras
enfermedades, los titulos de anticuerpos se desarrollan afios antes de la

(150131) " Estos hallazgos también podrian

aparicion clinica de las mismas
darse en el caso del glaucoma, donde los cambios en los patrones de
anticuerpos se correlacionarian con la gravedad de la enfermedad y con
los cambios en los parametros tomograficos. Por lo tanto, estos
biomarcadores podrian utilizarse para el diagnéstico, el prondstico, las
nuevas opciones de tratamiento y las opciones de tratamiento
personalizadas o para la determinacion de riesgos.

Mas discutible es el papel de los cambios antigénicos, por ejemplo, las

modificaciones posteriores a la traduccidon protéica, u oxidaciones, y sus

efectos a nivel celular.
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9.5. DISFUNCION MITOCONDRIAL Y ENVEJECIMIENTO EN EL
GLAUCOMA

Estudios epidemiolégicos han demostrado que la prevalencia de
glaucoma aumenta muy notablemente con la edad en todas las

(152) pero el aumento de la prevalencia de

principales poblaciones
glaucoma no se explica por completo unicamente por el aumento de la
hipertension ocular. Una interpretacion complementaria supone que en las
personas mayores los factores no PIO-dependientes podrian ser cada vez
mas importantes, o que en los pacientes de mayor edad el nervio 6ptico
puede ser mas vulnerable a cualquier injuria dado que aumenta la
susceptibilidad a la neurodegeneraciéon con la edad. EI mecanismo de
cdmo el envejecimiento se relaciona con la patogénesis del glaucoma
puede ser multifactorial: por ejemplo mecanico, tal como cambios en la
dindmica acuosa, o disfuncion de la lamina cribosa y matriz extracelular
(153.1%4) "5 cambios relacionados con la edad en la autorregulacién vascular
en la retina ®®. Ademas, la acumulacion de pruebas sugiere que la
disfuncion mitocondrial relacionada con la edad puede jugar un papel
central en el glaucoma, ya que las mitocondrias ancianas se asocian con

un aumento de los niveles del estrés oxidativo (1°¢157),

En éstas, el
funcionamiento incorrecto de la cadena de transporte de electrones
deviene en una generacion excesiva de radicales libres, resultando un

ambiente de estrés oxidativo que favorece la degeneracion neuronal (%%,
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Una explicaciéon plausible es la adquisicion de mutaciones dentro de su
genoma, el ADN mitocondrial ( ADNmt ), afectando de este modo su

159)

funcién; por ejemplo reduciendo la fosforilacién oxidativa (159) " vosible

punto de inicio patogénico para el aumento de mutaciones en el ADNmt.

9.6. ESTRES OXIDATIVO

9.6.1. SIGNIFICACION BIOQUIMICA

El estrés oxidativo es resultado de uno de los siguientes procesos: 1)
aumento en la formacién y actividad de oxidantes, 2) reduccién de los
mecanismos de defensa antioxidante, o 3) fracaso de los mecanismos
reparadores del dafio oxidativo ('°?). Las especies reactivas del oxigeno
(EROx) estan constituidas por los radicales libres, aniones reactivos e
inestables que contienen atomos de oxigeno, o moléculas que contienen
atomos de oxigeno que puede producir radicales libres o que son
quimicamente activadas por éstos. Entre las EROx son las mas
relevantes el radical hidroxilo, anién superdxido, peréxido de hidrégeno y
el peroxinitrito. En condiciones normales, las EROx se eliminan
principalmente por la accién de las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
catalasa y glutation peroxidasa (GSHPx). La formacién y acumulacion de

EROXx dana las células y tejidos mediante el ataque a macromoléculas,
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como los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos de las membranas,
las proteinas esenciales, y los acidos nucleicos (1¢7.

El estrés oxidativo ha sido implicado como factor de riesgo en varios
niveles en la fisiopatologia tanto del glaucoma primario de angulo abierto
como del glaucoma pseudoexfoliativo ('*2'*)  habiendo una fuerte
evidencia que soporta el rol del estrés oxidativo en la neurodegeneracién

a %9, La especies reactivas del oxigeno estan involucradas

glaucomatos
en las vias de sefalizacion durante la muerte de las células ganglionares
actuando como segundos mensajeros o bien modulando las funciones

(1) a evidencia de los procesos oxidativos en el glaucoma ha

protéicas
sido puesta de manifiesto en términos de actividad de las enzimas
antioxidantes, niveles de antioxidantes de bajo peso molecular vy

marcadores de peroxidacion lipidica '¢7).

En el ojo glaucomatoso, el
disbalance en la relacion oxidacion/antioxidacion puede estar en la base
de ciertos cambios moleculares que contribuyen al desarrollo de esta
enfermedad.

Es conocida la presencia en el humor acuoso de agentes con actividad
oxidativa como el peréxido de hidrégeno o el anion superdxido;
antioxidantes de bajo peso molecular, como glutation o ascorbato, junto
con moléculas con propiedades aclaradoras de radicales libres como
cisteina y tirosina. El ascorbato estd presente en altas concentraciones

(188) v las enzimas antioxidantes como superdxidodismutasa (SOD),
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catalasa y glutation peroxidasa también han sido descritos en humor
acuoso (%9,

La relacion entre el estado antioxidante y estrés oxidativo puede ser
evaluada en el humor acuoso y suero de los pacientes glaucomatosos.
En su trabajo, Erdurmus et al '""” determinan el papel tanto del estado
antioxidante como del estrés oxidativo en el desarrollo del glaucoma
midiendo niveles séricos de Capacidad antioxidante total y la superdxido
dismutasa como indicadores de sistema antioxidante, asi como el Estado
total de oxidante, éxido nitrico, carbonilo de proteinas y malonildialdehido
como indicadores de estrés oxidativo. El estatus antioxidante de muestras
bioldgicas es valorable como un indicador de estrés oxidativo """, de tal
manera que una disminucion en la capacidad antioxidante de los tejidos y
fluidos corporales puede tener como consecuencia un incremento de los
procesos oxidativos. Las actividades de glutation peroxidasa y catalasa
también pueden determinarse en el humor acuoso de pacientes

glaucomatosos y ser comparadas con muestras similares extraidas de

grupos control.

9.6.2. ESTRES OXIDATIVO E INMUNIDAD
Un tema relevante es el papel del estrés oxidativo en las vias de

124)

respuesta inmune (124) incluyendo la activacion del complemento. El

estrés oxidativo puede ser directamente neurotdxico, pero también puede
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inducir eventos secundarios con potencial neurodestructivo, tales como la
estimulacion de la actividad inmune o disfuncidon glial. Otro evento
relacionado con el estrés oxidativo, la sintesis de productos finales de
glicacién avanzada (AGE), también puede ser inmunoestimulante a través
de un receptor especifico (RAGE). Por otra parte, las modificaciones
oxidativas en proteinas pueden alterar las caracteristicas antigénicas de
las mismas e inducir la produccion de autoanticuerpos.

Toda esta informacion sugiere que al cambiar las caracteristicas
antigénicas de las proteinas, las modificaciones oxidativas pueden
estimular la produccion de autoanticuerpos que podrian servir como
biomarcadores. En este sentido, hay evidencia creciente de que ciertas
modificaciones oxidativas en el plasma pueden servir como
biomarcadores en la degeneracion macular asociada a la edad (172) En el
caso del glaucoma las modificaciones oxidativas y proteinas séricas
oxidados son ciertamente prometedores como posibles biomarcadores,

pero necesitaran de evaluaciones adicionales.

9.7. ESTRES NITROSATIVO

Podemos definir el estrés nitrosativo como el resultado de la actividad
biolégica de las especies reactivas del nitrégeno, familia de moléculas
antimicrobianas derivadas del 6xido nitrico, compuesto producido por la

actividad enzimatica de la 6xido nitrico sintetasa 2. Son producidas en
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animales a través de la reaccion del 6xido nitrico (NO) con superdxido
(O2-) para formar peroxinitrito (ONOO-). Actuan en conjunto con las
especies reactivas del oxigeno en el dano celular, provocando estrés
nitrosativo.

El 6xido nitrico se considera un mensajero fundamental para los sistemas
de transduccion de senales en el cerebro y aparato cardiovascular.
Aunque se identificaron las enzimas sintetizadores en el cerebro (NOS1),
y posteriormente en macréfagos (NOS2) y en el endotelio (NOS3), estas
enzimas se han encontrado también en otras células del organismo,
participando en diversos procesos fisioldgicos y patolégicos, incluyendo
las enfermedades oculares, entre las que se ha descrito su implicacion en
las cataratas, uveitis y glaucoma (""'®. Las concentraciones de 6xido
nitrico parecen estar elevadas en pacientes glaucomatosos con mayor

dafio evolutivo %173,

9.8. APOPTOSIS. BIOMARCADORES DE APOPTOSIS

174)

Desde los trabajos de Levin y Louhlab (174) conocemos que la muerte de

células ganglionares de la retina y la desaparicibn de sus axones
representan la via final de pérdida de visidn en pacientes con glaucoma

(113-116.175) v que el mecanismo patogénico intrinseco es la apoptosis

celular (7120176170 - Aunque hay evidencias convincentes que muestran

la apoptosis como mecanismo principal y temprano de la muerte de
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(1'% |2 necrosis es también un

células ganglionares en el glaucoma
mecanismo que contribuye a la fase tardia de la progresién del glaucoma,
eventos observados en ratas sometidas a la transeccién del nervio Optico
(121 | a apoptosis ('"® es una manera regulada para destruir una célula,
desempefiando funciones esenciales en la morfogénesis y la
remodelacion de tejidos, la homeostasis interna, la eliminacién de las
células dafadas o infectadas, y otros diversos procesos. A pesar de ser
pues esencial para el desarrollo normal y la salud, una activacion
aberrante de la misma contribuye a la patogénesis de enfermedades
isquémicas o neurodegenerativas y otros procesos (179 Por el contrario,
el fallo de la apoptosis es un factor clave en la patogénesis del cancer o
trastornos autoinmunes (%%, La apoptosis es causada por la produccion
de una endonucleasa que destruye el ADN e induce la fagocitosis de
células por los elementos vecinos, pero sin estimular la inflamacion (181),
En este contexto, la discapacidad visual y ceguera en pacientes con
glaucoma se atribuye a los dafios de origen apoptético en las células

ganglionares de la retina (182 .

9.8.1. BIOMARCADORES DE APOPTOSIS
Recientemente se ha destacado la importancia de la identificacion de
biomarcadores moleculares o inductores de apoptosis en la comprension

y manejo del glaucoma '??. Por lo tanto, diferentes clases de anomalias
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moleculares pueden ser detectados y utilizados para la progresion del
glaucoma, entre ellas moléculas especificas estrechamente relacionados

con la supervivencia celular y la apoptosis, como sigue.

9.8.1.1. CASPASAS

Las caspasas son una familia de proteasas que juegan un papel clave en
el proceso de apoptosis (183) La familia de las caspasas esta constituida
por mas de una docena de proteasas caracterizadas por la presencia de
residuos de cisteina en su sitio activo. Se sintetizan como precursores y la
activacion de una de ellas provoca una reaccion en cadena que conduce
a la activacién de otras caspasas y a la muerte de la célula. Por tanto, la
regulacion de la activacion de las caspasas es fundamental para

'83) La caspasa-3 juega un papel en

determinar la supervivencia celular (
la apoptosis mediante la escision de una alta variedad de proteinas clave,
tales como la poli-ADP ribosa polimerasa 1 (PARP-1), proteina-quinasa C
(PKC), ADN-proteina-quinasa dependiente, factor de fragmentacion del
ADN (DFF) y otros.

Por otro lado, Segun un estudio reciente, la caspasa-14 podria estar
implicada en la apoptosis de los tejidos oculares en GPAA al menos in
vitro, mediando directamente o induciendo la actividad de la caspasa-8 y

la caspasa-9 (184,
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9.8.1.2. PARP

Poli-adenil ribosa polimerasa 1 ( PARP1 ) es una proteina implicada en la
regulacion de varias funciones biolégicas. Miembro de la superfamilia de
enzimas sintetizadores de poli-ADP-ribosa, PARP1 representa mas del

'8 PARP1 se localiza en el

90% de la actividad enzimatica del grupo
nacleo celular, y su papel principal seria la deteccion inmediata y
sefnalizacion de roturas en el ADN de una sola hebra (SSB) inducidas por
eventos metabdlicos, quimicos o por exposicion a radiacion. Tal
activacion por el ADN lesionado escinde el NAD(+), sustrato
imprescindible, en nicotinamida y monémeros de ADP-ribosa, utilizando
esta ultima para sintetizar largos polimeros PAR (cadena de poliADP-
ribosa) unidos covalentemente a proteinas aceptoras, incluyendo
histonas, enzimas de reparacion del ADN, factores de transcripcion y de
PARP-1 ("®) | a activacion de PARP1 por estimulos genotdxicos leves
puede facilitar la reparacién del ADN y la supervivencia celular. Sin
embargo, el dano irreparable del ADN desencadena la muerte celular
apoptética o necrética. En situaciones de estrés oxidativo mas graves, el
dafo del ADN excesivo causa fendmenos de sobreactivacion de PARP1,
que bloquea los elementos apoptéticos y cambia el modo de muerte
celular de la apoptosis a la necrosis. Ademas de servir como un mediador

citotoxico, PARP1 también esta implicada en los procesos de regulacién

de la transcripcion y la expresibn de mediadores inflamatorios,
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(189 E| bloqueo farmacoldgico o la

concretamente de NF kappa B y AP- 1
inhibicion genética de PARP1 proporcionan relevantes niveles de
proteccion contra la lesion tisular en varios modelos de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo que van desde la disfuncion

endotelial, infarto e isquemia-reperfusion, ictus, shock, diabetes mellitus,

enfermedad de Parkinson, artritis y uveitis.

9.9. DISFUNCION ENDOTELIAL

Es conocido en el glaucoma el papel de la presién intraocular elevada, la
alteracion del flujo sanguineo ocular y los vasospasmos. Se sabe ademas
que estos factores de riesgo estan regulados por péptidos vasoactivos,
como las Endotelinas.

Las endotelinas, ET-1, ET-2 y ET-3 son una familia de péptidos
codificados por tres genes y que actuan a través de dos receptores
especificos denominados ETA y ETB. ET-1, producida por la células
endoteliales es el vasoconstrictor fisiolégico mas potente conocido. En las
células del musculo liso produce vasoconstriccion a través del receptor
ETA; sin embargo, en las células endoteliales produce vasodilatacion por
estimulacion del 6xido nitrico y prostaciclinas al interactuar con el receptor
ETB (8", Fernandez Durango y colaboradores han descrito la presencia y

expresion de ET-1 tanto en el segmento anterior como en el posterior del

104



INTRODUCCION

ojo humano, pudiendo actuar sobre sus receptores de manera paracrina
y/o autocrina (188).

ET-1 también ha sido implicado en la patogénesis del glaucoma, después
de haber sido demostrado su incremento en el humor acuoso de

(189 E| péptido se ha relacionado con la muerte

pacientes glaucomatosos
de células ganglionares de la retina por un numero diverso de diferentes
causas.

Flujo sanguineo ocular y endotelinas: ET-1 es un potente vasoconstrictor
de la circulacién ocular, tanto retiniana como de la cabeza del nervio
Optico. Reacciones vasospasticas: Sabemos que, en general, todos los
pacientes que manifiestan vasospasmos tienen altos niveles de ET-1 en
plasma (°9: se ha sugerido que el vasospasmo induce una disminucion
del flujo sanguineo o bien una disminucion de la autoregulacion del flujo
en la cabeza del nervio 6ptico.

Podemos deducir que el aumento de ET-1 que se observa en el glaucoma
es perjudicial, lo que abre una nueva via en la terapia del glaucoma. El

disefio de nuevos farmacos cuya diana fundamental sea el sistema de

Endotelina puede ser de gran importancia en el futuro.
9.10. MEDIADORES DE INFLAMACION: CITOQUINAS

Las citoquinas (Interleuquinas, factores de necrosis tumoral, interferones,

factores estimulantes de colonias, chemoquinas y otros factores de
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crecimiento) son proteinas secretadas que juegan un papel central en la
modulacioén de la inmunidad, pero también pueden llevar a cabo funciones
inmunes en areas tales como la angiogénesis y el desarrollo (1 Eventos
de activacion inmune, tales como reacciones autoinmunes, activacién de
la presentacion de antigenos y fendmenos de neuroinflamacién son
asimismo causados por cambios en la expresion local de citoquinas. En
general, las citoquinas actuan de una forma paracrina o yuxtacrina,
proxima a los lugares de la respuesta inmune activa. Si la activacion
inmune esta asociada con el glaucoma, podria manifestarse con cambios
en la secrecion de citoquinas intraoculares, detectables como cambios en
su concentracién en el humor acuoso de los pacientes glaucomatosos .

192) valoran la presencia de citoquinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5,

Kuchtey et al ¢
IL-10, IL-12, IFN-v, TNF-v), describiendo niveles significativamente mas
altos de una citoquina inflamatoria, IL-8, en el humor acuoso de pacientes
con GPAA, apuntando la hipétesis de un causa inmune de lesion
neuroinflamatoria en el glaucoma, similar a otras enfermedades
neurodegenerativas cronicas relacionadas con la edad.

No obstante, el papel que juegan las interleuquinas en el glaucoma es
complejo y con respuestas diversas. El estudio de los efectos de la
interleuquina-1 (IL-1 promueve el aumento de la captacidon de glutamato

en las células de Miller mediante la supresion de la acumulacion

intracelular de sodio) sobre la muerte de CGR en un modelo de roedores
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(198 que pretenderia estudiar los efectos de dafio celular similares a los

producidos en el glaucoma de tension normal demostré que IL-1 aumentd
significativamente la captacion de glutamato por las células de Mdller y el
numero de células ganglionares de la retina supervivientes, sugiriendo asi
el uso de IL-1 para mejorar la funcién de los transportadores de
glutamato, hallazgo potencialmente util para la neuroproteccion en los
trastornos degenerativos de la retina incluyendo el glaucoma de tension

normal.

9.11. BIOMARCADORES NEUROENDOCRINOS

El control neurohormonal de la secrecion de humor acuoso y del drenaje
del mismo se sospecha dada la evidencia publicada, pero no se ha
demostrado definitivamente. Se conoce la existencia de receptores de

serotonina en el cuerpo ciliar. Sharif et al (1*¥

encontraron que las células
de la malla trabecular humana expresan receptores para serotonina (en
concreto 5HT2a y 5HT2b), demostrando mediante estudios sistematicos
con antagonistas selectivos que los efectos fisioldégicos estdn mediados

por el receptor 5HT2b. Estudios posteriores demostraron que estos

analogos de serotonina redujeron la PIO en monos cynomolgus.
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9.12. BIOMARCADORES ENZIMATICOS. METALOPROTEINASAS
El papel de las metaloproteinasas (MMPs) de la matriz extracelular en la

195

remodelacion de los tejidos esta bien documentada (199 En el 0jo, la

expresion anormal de las MMP se ha implicado en la cicatrizacion de

196) (197)

heridas de la cornea "% la formacién de pterigién , retinopatia

diabética proliferativa (%)

y la degeneracién macular relacionada con la
edad "®%. En relacion con el glaucoma, cada vez hay mas conciencia de
sus implicaciones en la patogénesis del glaucoma primario de angulo
abierto, asi como el glaucoma asociado a uveitis y a sindrome de
o iz (200,201) : -
pseudoexfoliacion , donde una mayor presencia y actividad de las
MMP se han reportado en la malla trabecular, el canal de Schlemm vy el
humor acuoso de estos ojos enfermos .

(292) estudiando el humor acuoso de pacientes

Nga y colaboradores
afectos de glaucoma primario de angulo abierto y sujetos sanos,
determinaron niveles de MMP-3, MMP-3, de TIMP-1 y TIMP-2,
concluyendo con el hallazgo de niveles alterados de MMPs y TIMPs, asi

como describiendo un desequilibrio del balance MMP/TIMP en el humor

acuoso de los ojos glaucomatosos, no presente en o0jos sanos.
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9.13. OTROS CANDIDATOS A BIOMARCADORES

9.13.1. 3a-HIDROXIESTEROIDE DESHIDROGENASA (3a-HSD)

La enzima 3a-HSD tiene el papel de catalizar la conversion de moléculas
3-cetosteroides a 3a-hidroxicompuestos. La actividad 3a-HSD mejor
conocida es la transformacion de los mas potentes andrégenos naturales,
dihidrotestosterona, en 5a-androstan-3a,17p-diol (3a-diol). Weinstein et
al. determinaron que los linfocitos de sangre periférica de pacientes con
GPAA reducian la actividad 3a-HSD ®®. Los autores concluyeron que los
niveles reducidos de actividad 3a-HSD en los linfocitos de sangre

periférica pueden servir como un marcador para GPAA.

9.13.2. ANGPTL7
ANGPTL7 es un miembro de la familia angiopoyetina-like ( ANGPTL ),

%) Todas las proteinas

reguladores importantes de la angiogénesis
ANGPTL estudiados hasta la fecha han demostrado estar involucradas
en la formacion de vasos sanguineos o en la neovascularizacion en varios
modelos, incluyendo ensayos clinicos de fendmenos angiogénicos
corneales ¥, ANGPTL7 ha sido identificado mediante analisis de

microarrays en respuesta a la dexametasona o al factor de crecimiento

transformante-B ( TGF - B ) en las células de la MT in vitro ?°). ANGPTL7
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también fue identificado como probablemente asociado a GPAA en un

estudio de protedmica en MT %7,

9.13.3. TETRAFOSFATO DE DIADENOSINA (AP4A)

AP4A se encuentra en las lagrimas, el corazon y el cerebro ®°®. El estrés
oxidativo induce la sintesis de AP4A %) E| papel de AP4A en GPAA se
ha investigado en un estudio recientemente publicado “%). AP4A se
detectdé en HA humano y sus concentraciones fueron significativamente

elevados en pacientes con GPAA comparacion con los controles.

9.13.4. FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO (BDNF)

BDNF es uno de los factores de crecimiento de polipéptidos,
componentes vitales para la creacion y preservacion de ciertas células
como las neuronas. BDNF en las lagrimas de los pacientes con glaucoma
de tensidon normal es significativamente inferior a lo normal, hecho que
sugiere su valor como un biomarcador de diagndstico potencial para esta
enfermedad. BDNF atraviesa la barrera hematoencefalica y, como
resultado, el nivel de este factor en sangre potencialmente puede reflejar
su concentracién en el cerebro. Los niveles de BDNF en el suero se

219 | os autores

determinaron en pacientes con GPAA y controles (
concluyeron que el BDNF en el suero podria ser un marcador bioquimico

util para la deteccion temprana de GPAA.

110



INTRODUCCION

9.13.5. CD44
CD44 es una glicoproteina transmembrana multifuncional, receptor
principal de los hialuronanos y glicosaminoglicanos ©'"?'?. CD44 se

expresa en una amplia variedad de tipos de células, incluyendo el epitelio

213) (214)

de la cornea y la retina . EI GPAA esta asociado con una
disminucién del contenido de hialuronano en la MT y en el tejido conectivo
yuxtacanalicular. Knepper y colaboradores 215 examinaron regiones
seleccionadas del segmento anterior para localizar y determinar el
contenido de CD44H. Sus resultados indican que CD44H puede
representar un marcador de GPAA y un factor etioldgico en el proceso de
la enfermedad glaucomatosa. El ectodominio de CD44 se desprende
como un fragmento soluble de 32 kDa de CD44 ( sCD44 ), siendo
citotoxico para las células de la MT y las células ganglionares de la retina

(216)

en medios de -cultivo Se ha demostrado que sCD44 afecta

negativamente a las células ganglionares de la retina y la supervivencia

celular de la malla trabecular in vitro, mediante la activacién de una via

(217) (218,219)

proapoptotica Estudios mas recientes también han
demostrado que sCD44 en HA podria ser un biomarcador potencial de

GPAA .
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9.13.6. CISTATINAS

Las cistatinas y en particular, la cistatina C, se ha demostrado que
participa en diversos eventos bioldgicos tales como el ser un factor de
células madre neurales, la diferenciacion de osteoclastos, diversos
procesos fisiopatolégicos en la isquemia cerebral, asi como en el

220 En un estudio realizado por

desarrollo de la placa aterosclerética (
Duan et al, se observé un aumento significativo de la cistatina C en el HA
de pacientes con GPAA 8 El aumento fue similar a los cambios
observados en el liquido cefalorraquideo de enfermos de Alzheimer,

hechos que sugieren mecanismos similares compartidos en GPAA vy la

enfermedad de Alzheimer.

9.13.7. FACTORES DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE

Los Factores de crecimiento transformante (TGF) constituyen una familia
de polipéptidos con multiples acciones reguladoras (proliferacion,
migracion, diferenciacion, produccién de citoquinas, sintesis de la matriz
extracelular, cicatrizacion de heridas, inmunosupresién y angiogénesis in
vivo ¥?V. TGF-B2 se considera como la principal isoforma en el 0jo(??% 22,
Los niveles elevados de TGF-32 se han detectado en el humor acuoso de

224) Un cambio estructural distintivo en la MT de

ojos glaucomatosos (
pacientes con GPAA constituye el aumento de la matriz extracelular

fibrilar en la regidén yuxtacanalicular. TGF-B2 pueden estar involucrado en
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este fendbmeno, ya que en células de MT humanas cultivadas, el TGF-32
provoca un aumento en la deposicion de matriz extracelular *?®. Diversos
autores sugieren que reducir al minimo los niveles de TGF-B2 puede
ayudar a prevenir el proceso de envejecimiento en la MT como se
observa en GPAA #? ya que los cambios en la elasticidad de la MT

pueden tener un papel importante en la enfermedad 2.

9.13.8. ERITROPOYETINA HUMANA

La eritropoyetina humana (EPO) es una hormona con estructura
glicoproteica acida, siendo el regulador primario de la produccion de
glébulos rojos. Sakanaka et al. reportaron evidencia in vivo de que la
EPO protege a las neuronas contra la muerte celular inducida por

(28) EPO puede ejercer su efecto neuroprotector mediante la

isquemia
reduccion de la formacion de 6xido nitrico mediada por los radicales libres
0 antagonizando su toxicidad. Recientemente, el papel de eritropoyetina
en HA en GPAA se ha investigado; los estudios han concluido que la

eritropoyetina es un posible biomarcador de la enfermedad 2% 2%9).

9.13.9. GRP78
La proteina regulada por glucosa de 78 Kd (GRP78) es una proteina
multifuncional que entre otras acciones, mejora la capacidad de

plegamiento tridimensional de la proteinas pertenecientes al reticulo
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(231

endoplasmico ). Estudios recientes indican una estrecha relacion entre

GRP78 y estrés del reticulo endoplasmico en ciertos procesos de la

232

enfermedad ®*?. GRP78 se hallaria reducido en las células de la MT de

pacientes con GPAA en comparacion con las células de MT de los

controles sanos %2,

9.13.10. HEPCIDINA.

La prohormona hepcidina (HEP) es un pequefo péptido producido en el
higado. HEP es una importante hormona peptidica que juega un papel
critico en la regulacion de flujo de salida de hierro a partir de numerosos
tipos de células. Recientemente, se ha demostrado que las secreciones
locales de HEP pueden tener un papel patogénico en el GPAA @) Sin
embargo, los autores plantearon una serie de preguntas que deben ser

aclaradas antes de sacar conclusiones definitivas.

9.13.11. HOMOCISTEINA

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido de interés con accion citotoxica
y vasculopatica. La evidencia disponible indica que la Hcy es
directamente toxica para las neuronas y los vasos sanguineos y puede
inducir roturas en la cadena de ADN, estrés oxidativo y apoptosis.
Informes recientes sobre la Hcy medidos en HA, plasma y fluido de las

lagrimas han dado resultados mixtos con algunos estudios que
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demuestran una asociacion con glaucoma de tensién normal, glaucoma
pseudoexfoliativo y GPAA, mientras que otros reportes no han sido

concluyentes #3239,

9.13.12. HIDROXIPROLINA

La Hidroxiprolina (Hyp) es un aminoacido no esencial normalmente
presente en el plasma humano. Se deriva principalmente del recambio de
colageno enddgeno y la descomposicion del colageno en la dieta. Aunque
no se incorpora directamente en proteinas, la hidroxiprolina comprende
aproximadamente el 4 % de todos los aminoacidos que se encuentran en
el tejido animal. Recientemente, los niveles de Hyp fueron evaluados por
espectrometria en el HA y el plasma de los ojos humanos con GPAA %),
Este estudio demostrdé que los niveles de Hyp fueron significativamente
mas altos en el HA de pacientes con GPAA comparados con los

controles, aunque no hubo diferencias significativas al valorar los niveles

de Hyp medidos en plasma de estos pacientes frente a controles.

9.13.13. MIOCILINA

La miocilina es una glicoproteina secretada y miembro de la familia
olfactomedin; se expresa en muchos tejidos oculares y no oculares. Se
ha relacionado con las elevaciones de la presion intraocular. En  GPAA,

glaucoma de baja tensién y glaucoma de pseudoexfoliacion se describen
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aumentos en la inmunoreactividad de miocilina en comparacién con el
tejido normal 9. El tratamiento in vitro con esteroides de las células de
la MT en monocapa o segmentos anteriores de ojos humanos en cultivo
mostraron un aumento de presién dependiente de la produccion y
secrecion de miocilina. Los estudios de perfusion del segmento anterior
humano in vitro con miocilina recombinante revelan aumento de la
resistencia al flujo de salida *®. Ademas, los modelos animales muestran
una correlacion entre el aumento de los niveles de miocilina y PIO
elevada. La evidencia apoya un papel para los niveles elevados de
miocilina en glaucomas caninos. Menos conocida es la relacién entre los
niveles de miocilina en humanos glaucomatosos, particularmente en el
GPAA y glaucoma de pseudoexfoliacion. Se ha reportado una tendencia a
observar niveles elevados de miocilina humana en pacientes
glaucomatosos. Sin embargo, el limitado tamafo de la muestra impidi6

@37) 'Un estudio reciente

una clasificacion por subtipos de glaucoma
demostré que la expresion de miocilina no se altera en la sangre de
pacientes con GPAA, a diferencia de la expresion de miocilina en los

cultivos de MT correspondientes %)

. Estos resultados sugieren que la
expresion de miocilina no se altera sistémicamente, sino mas bien que su
expresion puede contribuir a la patogénesis GPAA en tejidos especificos,

tales como la MT.
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9.13.14. PGDS

Prostaglandina H2D-isomerasa (PGDS). Recientemente se ha
demostrado la capacidad de PGDS para inducir la apoptosis en una
variedad de tipos de células incluyendo células epiteliales, células
neuronales, y las células musculares lisas vasculares 239 Por Io tanto, se
sugiri6 que PGDS podria mediar en la apoptosis de la MT. Se ha
demostrado un aumento significativo de PGDS en el HA de pacientes con

GPAA comparados con los controles mediante analisis protedmicos (184),

9.13.15. FOSFOLIPASA A2

La fosfolipasa A2 ( PLA2 ) pertenece a una superfamilia de enzimas que
catalizan la hidrélisis de los enlaces éster de los fosfolipidos.
Recientemente se ha demostrado que la forma secretora de PLA2-IIA
(sPLA2-IIA) se sobreexpresa en la MT de ojos con GPAA . Este resultado
apoya la hipétesis de que el estrés oxidativo puede jugar un papel
importante en la patogénesis de GPAA. La sPLA-IIA se ha propuesto
como un marcador inflamatorio de la enfermedad cardiovascular,
apoyando la opinidn de que las enfermedades vasculares y GPAA pueden

compartir mecanismos fisiopatoldgicos comunes %40,
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9.13.16. TRANSFERRINA

La transferrina es un miembro de una gran familia de proteinas de
asociaciéon a hierro y, posiblemente, de zinc entre los sitios de absorcion,
almacenamiento y utilizacion. Debido a que la transferrina esta presente
en sangre a una concentracion que es aproximadamente 200 veces
mayor que en HA, es particularmente un buen marcador para el estudio
de la integridad de la barrera hemato-acuosa. También se ha implicado en

a (241

los cambios fisiopatolégicos de glaucom ). Transferrina elevada se ha

observado en el HA de pacientes con GPAA, fendmeno atribuido a la PIO

elevada (189,

9.13.17. TRANSTIRETINA
La transtiretina (TTR) es una proteina plasmatica responsable del

| @42 A veces TTR y sus variantes

transporte de la tiroxina y retino
conducen a la polimerizacion extracelular de fibrillas proteicas insolubles
llamadas depdsitos de amiloide. El mecanismo de la acumulacion todavia
es desconocido. EI aumento de los niveles de TTR en el HA de pacientes
con glaucoma indican que esta proteina podria desempefar un papel en
la patogénesis del glaucoma. La transtiretina se ha identificado en los
estudios de la artritis reumatoide, la enfermedad de Alzheimer, y GPAA

43) 'y se han hallado diferencias significativas en la concentracion de

TTR en el HA entre los pacientes con GPAA y sus controles (18 243).

118



HIPOTESIS
Y
OBJETIVOS



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

120



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra hipétesis de trabajo es la siguiente:

“ Existen factores de riesgo emergentes, tanto exégenos como
endégenos en los pacientes con Glaucoma Primario de Angulo
Abierto. Asi mismo, existen biomarcadores de estrés oxidativo en el
humor acuoso de los mismos. El estudio de ambos nos puede
permitir formular un perfil de predictores clinico-analiticos para el

desarrollo o la progresién del Glaucoma ”.
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OBJETIVOS

1) Describir y analizar la presencia de factores de riesgo exégenos
y endégenos estudiando las caracteristicas demograficas de una
poblaciéon de pacientes con GPAA comparadas con un grupo de

pacientes no glaucomatosos.

2) Analizar la presencia de biomarcadores de estrés oxidativo,
cuantificando la concentraciéon de Malonildialdehido y el Estado
Antioxidante Total en el humor acuoso de una poblacién de
pacientes con GPAA sin catarata y compararla con la de un grupo de

pacientes no glaucomatosos sometidos a cirugia de catarata.

3) Analizar la relacion de los valores obtenidos en ambos estudios
para demostrar asociaciones y determinar predictores de progresion

de enfermedad glaucomatosa.

122



MATERIAL
Y
METODOS



MATERIAL Y METODOS

124



MATERIAL Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO Y SELECCION DE LA MUESTRA

1.1. CONSIDERACIONES ETICAS

El diseno del estudio se realizé siguiendo las directrices de la Declaracion
de Helsinki y fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion en
Humanos de la Comisién de Etica en Investigacién Experimental de la
Universidad de Valencia en la reunién celebrada el dia 15 de junio de
2011. En todo momento estuvo sujeto a los principios fundamentales
establecidos en la Declaracién de Helsinki, en el Convenio del Consejo de
Europa relativo a los derechos humanos y cumple los requisitos
establecidos en la legislacion espanola en el ambito de la investigaciéon
biomédica, la proteccién de datos de caracter personal y la bioética. Asi
mismo, recibié el visto bueno del Comité de Bioseguridad de la

Universidad de Valencia.

1.2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todos los pacientes enrolados en el presente estudio consintieron en
participar en el mismo, tras ser convenientemente informados. Asi mismo,
recibieron y firmaron el correspondiente consentimiento informado acerca
de la donacion voluntaria de muestras bioldgicas (que vayan a ser
anonimizadas) para investigacion obtenidas en el curso de

procedimientos quirurgicos, terapéuticos o diagndsticos. Empleamos para
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ello el consentimiento propuesto y publicado por la Red Valenciana de
Biobancos, dependiente de Agencia valenciana de salud, Generalitat

Valenciana ?*4,

1.3. TIPO DE ESTUDIO

Para llevar a cabo esta Tesis Doctoral se ha realizado un estudio
prospectivo, observacional, transversal, analitico y no experimental, de
casos estudiados frente a un grupo comparativo no control, mediante el
cual identificamos un grupo de pacientes (casos) con una enfermedad
(glaucoma primario de angulo abierto) y los comparamos con un grupo
que no presentan la enfermedad (grupo comparativo). Investigamos si los
pacientes presentan diversos factores de riesgo en estudio, comparando
las medias o las proporciones en ambas poblaciones, siendo ambos
grupos de pacientes sometidos a procedimientos similares y con la misma
metodologia.

En el mismo se incluy6 de forma consecutiva una muestra constituida por
175 pacientes, de los cuales 88 constituyen el grupo de glaucoma (GG) y
87 constituyen el grupo comparativo (GC). Los datos aportados en esta
Tesis fueron recogidos por un unico explorador. El disefio del presente
trabajo busca obtener informacion sobre las teorias acerca de
biomarcadores etiopatogénicos del Glaucoma. Asi, se extrajeron

intraoperatoriamente muestras del humor acuoso de los pacientes para
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evaluar la presencia de diversas moléculas implicadas en la homeostasis
del mismo. Determinamos a través de diversos ensayos bioquimicos, las
actividades oxidativa y antioxidante, cuya significacién e implicacion en la
posible etiologia y patogenia del glaucoma primario de angulo abierto
(GPAA) han sido documentadas en la bibliografia. Por otro lado, se
realizd un estudio epidemioldgico basado en los datos de las historias
clinicas y diversos cuestionarios de salud para obtener informacién
relevante acerca de enfermedades sistémicas de interés, asi como de
ciertos habitos de consumo, estilo de vida y actividad fisica con el objetivo
de documentar la existencia de factores de riesgo emergentes en este

ambito de estudio.

1.4. POBLACION MUESTRAL. SELECCION DE LA MUESTRA

Seleccionamos, aleatoriamente 175 pacientes de ambos sexos, con rango
de edad comprendido entre 40 y 90 afos de edad (71 +/- 8 afnos) que
acudieron a las consultas de Oftalmologia del Hospital San Juan de Dios

del Aljarafe, Consorcio sanitario publico (Sevilla) entre 2012-2014.
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1.4.1. CRITERIOS DE SELECCION

1.4.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

1) Grupo Glaucoma: pacientes afectos de Glaucoma Primario de Angulo
Abierto con indicacién de cirugia (GG, n =88). Ninguno presentaba otra
patologia ocular degenerativa.

2) Grupo Cataratas: individuos con indicacion de cirugia de cataratas
(GC, n = 87). Estos pacientes constituyeron el grupo comparativo, no

control, y no presentaron patologias oculares diferentes de ésta.

1.4.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Grupo Glaucoma Primario de Angulo Abierto (GG).

1. Tener un tipo de glaucoma diferente del primario de angulo abierto u
otra patologia ocular.

2. Edad < 40 afos o > 90 afios.

3. Padecer cancer o enfermedades neuroldgicas degenerativas.

Grupo Cataratas (GC)

1. Tener cualquier patologia ocular diferente de las cataratas.

2. Edad <40 afos o > 90 afos.

3. Padecer cancer o enfermedades neuroldgicas generativas.
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2. PROTOCOLO EXPLORATORIO.

Para el desarrollo del estudio se disefid un protocolo exploratorio, que
permitié recoger de manera concisa tanto los datos demograficos de cada
uno de los sujetos como los resultados funcionales y estructurales de las
diferentes exploraciones clinicas y pruebas complementarias desde el

punto de vista oftalmoldgico.

2.1. HISTORIA CLIiNICA GENERAL Y OFTALMOLOGICA

La historia clinica indicé la fecha del diagndstico, la duracion del proceso y
de las cifras de PIO media en el momento de la indicacion quirurgica, de
los campos visuales y del analisis de la papila. Ademas se valoraron
tratamientos hipotensores médicos y el numero de farmacos empleados.
Segun el criterio facultativo y el riesgo de progresion de la enfermedad se
recomendo la cirugia oportuna previo informe al paciente y firma del
consentimiento informado escrito correspondiente. Se plasmo el tipo de
cirugia realizada y el criterio para la eleccion de la técnica quirurgica. De
modo analogo, en los individuos del grupo comparativo se realizé una
historia clinica y exploracion similar, efectuando en todos ellos una
indicacion quirurgica de facoemulsificacion de catarata con implante de
lente intraocular. Los datos referentes a la encuesta epidemioldgica
fueron extraidos tanto de la Historia Clinica Hospitalaria como de la

Historia Clinica de Atenciéon Primaria.
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2.2. EXPLORACION OFTALMOLOGICA
Todos los pacientes fueron sometidos a un examen oftalmoldgico
completo:
* Agudeza visual corregida medida con optotipo de Snellen
* Refraccion
* Biomicroscopia de segmento anterior con ldampara de hendidura
* (Gonioscopia
* Funduscopia con lente de +78D (Volk) en lampara de hendidura,
con estudio de morfologia papilar.
* Presion intraocular mediante tondmetro de aplanacion de Perkins
* Paquimetria ultrasénica con medida de espesor corneal central
* Perimetria automatizada. Campimetria blanco/blanco Humprey
estrategia umbral 24/2, con referencia de parametros (desviacion

media —DM- y desviacion estandar del modelo -DSM-).

2.3. ENCUESTA SOBRE VARIABLES DEMOGRAFICAS:

ENFERMEDADES ASOCIADADAS Y ESTILO DE VIDA

2.3.1. EJERCICIO FiSICO
Conocemos, gracias a la evidencia aportada por diversos estudios ©2#)

el efecto beneficioso que presenta sobre la salud ocular el ejercicio fisico,

130



MATERIAL Y METODOS

mas concretamente el hecho de que practicar ejercicio moderados
habitualmente reducen el riesgo de baja presion de perfusién ocular. En
nuestro trabajo empleamos la versidn reducida en espafol del
cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre de Minnesota (VREM),
version valida y fiable en poblacién mayor o igual a 50 afios %+,

Existen dos publicaciones electréonicas con la informacién necesaria para
aplicar el VREM. Una guia del usuario con las instrucciones para los

entrevistadores ®*® y una hoja de calculo en formato Excel para su

adecuada cumplimentacion y gestién de los datos obtenidos

Sexo: Edad:

¢ Qué actividad fisica ha hecho durante su tiempo libre en el ULTIMO MES O MES HABITUAL?

1. Caminar. Dia/mes __ Minutos/dia__~ Meses/afio ____
2. Hacer trabajo en el huerto. Dia/mes ___ Minutos/dia___ Meses/afio
3. Hacer deporte o bailar. ; Qué tipo de deporte o baile?

Tipo de deporte/baile Dia/mes ___ Minutos/dia___ Meses/afo ____
4. Subir escaleras Dias/meses Pisos/dia____

En UNA SEMANA O SEMANA HABITUAL:

5. ¢Cuanto tiempo dedica a ir a comprar a PIE? Minutos/semana
6. ¢Cuanto tiempo dedica a LIMPIAR la casa?  Minutos/semana

Tabla 2. Version Reducida en Espaiol del cuestionario de actividad
fisica en el tiempo libre de Minnesota (VREM)

Una vez rellenados los campos, de forma automatica se calcula el gasto

energético en el tiempo libre (en METS-min/14 dias) a la vez que clasifica
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al individuo en funcion de su gasto energético entre: sedentario,

moderadamente activo, activo y muy activo ?47.

2.3.2. INDICE DE MASA CORPORAL
(IMC; en Kg/m2): Establecimos tres subgrupos de pacientes atendiendo al
indice de masa corporal siguiendo los criterios de la OMS: Normopeso:

IMC<25. Sobrepeso: IMC>25. Obesidad: IMC>30. Las medidas de talla y

peso fueron extraidas de la historia clinica de Atencién Primaria.

2.3.3. CARDIOPATIA ISQUEMICA CRONICA

Valoramos en el presente trabajo la presencia o no en la Historia Clinica
del diagnéstico: Cardiopatia Isquémica Crénica Estable, siguiendo las
recomendaciones de la Guia de practica clinica de la Sociedad Europea

de Cardiologia 2013 %49,

2.3.4. HIPERTENSION ARTERIAL

Igualmente valoramos la presencia el la Historia Clinica de los pacientes
del diagnéstico: Hipertension arterial, siguiendo los criterios de la
Clasificacion del Joint National Committe VIII (se define presion arterial
sistélica 2140 mmHg y presion arterial diastdlica 290 mmHg en pacientes

que no estén tomando medicacion) 4%,
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2.3.5. DIABETES MELLITUS
Extraido de la Historia Clinica, valoramos como dicotdmica la presencia o

ausencia de Diabetes mellitus, siguiendo los Estandares del Medical Care

in Diabetes 2014 %49,

2.3.6. DISLIPEMIA

Definimos la variable dislipemia como cualquier alteracion en los niveles
de lipidos plasmaticos (colesterol, sus fracciones y triglicéridos) ya sea
por exceso o por defecto, siguiendo la clasificaciéon simplificada de las

250) siendo los datos analiticos obtenidos de

hiperlipidemias de Alvarez A. {
la Historia Clinica. A efectos de estudio en el presente trabajo definimos la

variable como dicotémica: presencia o ausencia de dislipemia.

2.3.7. CONSUMO DE ALCOHOL Y/O TABACO

La valoracion de estas conductas en el presente trabajo se extrajo de los
antecedentes personales y habitos referidos en la Historia Clinica. Se
presentan los resultados en forma de variable dicotdmica: consumo:

afirmativo/negativo.
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2.3.8. DESORDENES ANIMICOS: ANSIEDAD, DEPRESION
Definimos paciente con desorden psicopatoldgico ansioso o depresivo si
en la Historia Clinica se explicitaba alguno de los siguientes diagndsticos,
siguiendo los criterios de clasificacién aconsejados por la OMS en su
Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10)?%" :
(F30-39) Trastornos del humor (afectivos):

+ (F32) Episodio depresivo

» (F33) Trastorno depresivo recurrente

+ (F34) Trastornos afectivos persistentes

» (F38) Otros trastornos afectivos

« (F39) Trastorno afectivo sin especificar
(F40-49) Trastornos neurdticos, trastornos relacionados con el estrés y
trastornos somatomorfos:

» (F40) Trastornos fébicos de ansiedad

» (F41) Oftros trastornos de ansiedad

» (F42) Trastorno obsesivo-compulsivo

+ (F43) Reaccion al estrés grave y trastornos de adaptacion

» (F44) Trastorno de conversion disociativo

» (F45) Trastorno somatomorfo

» (F48) Otras neurosis
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2.3.9. SINDROME DE APNEA DEL SUENO
Se consigna en el presente trabajo la presencia/ausencia de la misma en

la Historia Clinica.

3. METODOLOGIA DE LAS PRUEBAS COMPLEMENTARIAS.

3.1. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS CLINICAS

3.1.1. PERIMETRIA AUTOMATIZADA CONVENCIONAL
Esta prueba se realizé utilizando un perimetro Humprey Field Analizer
modelo 750i (Zeiss Humprey Systems, Dublin, EEUU), con la estrategia
24-2 SITA Standard en condiciones de baja iluminacion. Para el analisis
de los datos campimétricos se empled el programa estadistico que
incorpora el propio perimetro. Como criterios de fiabilidad se aceptaron
los utilizados por el propio perimetro:
* Falsos positivos y/o falsos negativos menores del 20% y/o
* Pérdidas de fijacidn inferiores al 20% (#°%%53)
Se considerd un resultado anormal en la perimetria automatizada cuando:
* En el mapa de desviacion patrén, aparecié al menos un grupo de 3
0 mas puntos contiguos con una p<0,05 6 2 puntos contiguos con
una p<1 %. Los grupos de puntos tenian que estar en el mismo

hemicampo y fuera de los bordes de la mancha ciega ®*.
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* Una desviacién estandar de la media con una p<5 %.

* Una prueba del hemicampo glaucomatoso fuera de limites
normales %),

Asi mismo, basandonos en la clasificacién de los defectos en el campo

visual propuesta por Hodapp, Anderson y Parrish ®*® definimos los

estadios de severidad (ausente, leve, moderado, severo, terminal) del

dafio funcional de los pacientes glaucomatosos.

3.1.2. PAQUIMETRIA

La medicidén ultrasdnica se realizd con el paciente sentado mirando
derecho hacia el frente en posicidon primaria de la mirada (medicién del
espesor corneal central). Se coloco una gota de propacaina clorhidrato en
cada ojo y se colocé la sonda en forma perpendicular. Se realizaron 10
tomas y se obtuvo el promedio de las mismas, no debiendo ser mayores a
5 micras de diferencia. El paquimetro ultrasénico utilizado fue el
paquimetro 200p+ Micropach Sonomed. El mismo se caracteriza por ser
portatil, de facil manejo, exacto y confiable y por presentar una baja
variabilidad inter e intraoperador (operador adecuadamente entrenado
para su uso). Sin embargo por ser un método de contacto requirié una
mayor colaboracion del paciente asi como también de la habilidad del

operador. Esto hace que sea considerado en parte operador dependiente.

136



MATERIAL Y METODOS

Se utilizé una sonda de 20 Mhz con una precision de +/- 5 micras y con

una velocidad de conduccién de 1640 m/s.

3.1.3. TONOMETRIA DE APLANACION
La presion intraocular de todos los participantes fue realizada mediante el

257)

tondmetro de aplanacion de Perkins ?°"), variante portatil del tonémetro de

Goldman, cuyas medidas de PIO presentan una elevada correlacion entre

(258)

si . Estos tondmetros son considerados hasta la fecha el gold

estandar de medicion de la presion intraocular.

3.1.3. VALORACION CLINICA MORFOLOGICA DE LA PAPILA OPTICA
Para el propésito de este estudio se ha realizado una valoracion clinica
cuantitativa de la papila Optica con pupila dilatada en lampara de
hendidura mediante el empleo de una lente de no contacto de 78 dioptrias
de la casa Volk . Han sido valorados dos hallazgos:

a) Tamano de la papila (diametro papilar vertical). El grosor del anillo
neurorretiniano, y a la inversa, el tamafio de la excavacién, varia de

%) cuyo tamafio presenta

manera paralela al tamafno global de la papila
una elevada variabilidad interindividual. El diametro vertical de la papila se
puede medir en la lampara de hendidura usando una lente de alto poder

convergente. La hendidura de luz debe ser coaxial con el eje de

observacion, utilizando una hendidura delgada, definiendo el borde
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interno del anillo de Elschnig como zona de referencia. La correccién de la
magnificacion varia segun las dimensiones Opticas del ojo y con el tipo de
lente utilizada en el examen. En nuestro caso (Volk +78D), el diametro
vertical de la papila se puede clasificar en: Pequefio (<1,3 mm), Medio
(1,3a 1,75 mm), y Grande (>1,75 mm).

b) Anchura del anillo. Se ha reportado la relacién excavacion/papila
vertical (0, 0,1, 0,2...) ponderandola respecto del tamano absoluto de la
papila en cada caso, para minimizar el riesgo de infra o supraestimar
excavaciones. Es conocido que una relacion copa/disco grande en un
papila de gran tamafio se puede considerar erroneamente glaucomatosa

y viceversa 0,

3.2. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS ANALITICAS

3.2.1. TECNICA DE EXTRACCION Y ALMACENAJE

El procedimiento de extraccion de muestras sigui® un protocolo
establecido previamente. Las muestras de humor acuoso fueron
obtenidas intraoperatoriamente, mediante un procedimiento estricto de
obtencidn, transporte y almacenaje de las mismas, poniendo especial
cuidado en protegerlas de la exposicion excesiva a la luz. Una muestra de
0,2 ml. de humor acuoso fue obtenida del ojo al principio del acto

quirurgico bajo estrictas condiciones de asepsia, mediante aspiracién a
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través de una paracentesis corneal, empleando una aguja de 27 G y bajo
un microscopio quirurgico (ZEISS), poniendo especial cuidado para evitar
su contaminacion.

Una vez obtenidas las muestras de humor acuoso, éstas fueron
inmediatamente depositadas en criotubos, identificadas e introducidas en
un congelador a -20°C hasta concluir la cirugia, momento en el que fueron
transportadas hasta el congelador del laboratorio central, permaneciendo
almacenadas a —80°C (NUAIREUN-6514E). En su momento los grupos
de muestras fueron transportadas en condiciones 6ptimas para muestras
congeladas, hasta recogerlas y almacenarlas en el laboratorio de la
Unidad de Investigacion Oftalmolégica (Valencia) donde se mantuvieron

hasta su procesamiento final.

3.2.2. METODOLOGIA DE LAS PRUEBAS ANALITICAS BIOQUIMICAS
EN HUMOR ACUOSO

El objeto del presente estudio analitico consiste en evaluar la presencia
de biomarcadores de estrés oxidativo en el humor acuoso de nuestros
pacientes, tanto casos como grupo comparativo. Para ello hemos
valorado como representativas la determinacion bioquimica tanto de la
Actividad Oxidante como del Estado Antioxidante Total en el humor

acuoso.
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3.2.2.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD OXIDANTE

Decidimos realizar una determinacion de un producto de la peroxidacion
lipidica, el Malonildialdehido (MDA) en muestras de humor acuoso, como
un método de valoracion de la formacion de radicales libres y por ello, un
representante del estado oxidativo del humor acuoso. Para ello,
empleamos la técnica del Acido Tiobarbiturico (TBA) y las especies
reactivas ®®"2%®) 1.3 que reaccionan con ¢l (TBARS). Este producto sera
denominado de ahora en adelante con los caracteres internacionales

reconocidos MDA-TBARS.

3.2.2.1.a) TECNICA
En primer lugar preparamos en tubos eppendorf los patrones, de
concentraciones crecientes de MDA, a partir de MDA stock (1,1,3,3-

Tetraetoxipropano, SIGMA), segun se muestra la siguiente tabla:

MDA (uM) Vpa(ML) Vees(ML)*
P1 0 0 60
P2 1 30 30
P3 3 9 51
P4 5 15 45
P5 10 30 30

*PBS 0,01M

Tabla 3. Preparacion de los patrones para determinacion de MDA

140



MATERIAL Y METODOS

Una vez preparados, 50 OL de cada uno de los patrones son trasladados
a tubos de vidrio, en los que sera realizada el resto de la técnica.
Las muestras a analizar son almacenadas en criotubos. De ellos, se
selecciona un volumen de 50 OL que también es pasado a tubos de
vidrio. Una vez dispuestos los distintos patrones y muestras en estos
tubos de vidrio, se continia con la técnica, realizando los siguientes
pasos:
1. Afadir 80 OL de Sodium Dodecil Sulfate 7% (SDS).
2. Anadir 800 OL de HCI 0.1 N.
3. Anadir 120 OL de acido fosfotungstico 1%.
4. Ahadir 400 OL de TBA 0.67%.

* Mezclar, tapar y calentar a 98°C durante 1 hora (en oscuridad).
5. Aidadir 800 OL de n-butanol.

* Centrifugar a 2800g durante 10 minutos.
= Cargar 250 OL en placa microtitter y leer la fluorescencia (Fluoroscan

Ascent FL). Longitud de onda de excitacion 544 nm, emision 593 nm.
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Fig. 2. Esquema de la reaccion entre el malonildialdehido y el
acidotiobarbiturico. Tomada de: Northwest Life Science Specialties L.L.C.

Fig. 3. Fluorimetro Fluoroscan Ascent FL usado en la determinacién del

MDA. Tomada de: Zanén-Moreno V. Estrés oxidativo en el Glaucoma primario de angulo abierto. Prevencion
de la ceguera por Glaucoma. Valencia: Universitat de Valéncia. 2008. 150 pp. Tesis Doctoralis.
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3.2.2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
La actividad antioxidante ha sido valorada como biomarcador mediante la

determinacion del Estado Antioxidante Total.

3.2.2.2.a) TECNICA

Para ello hemos empleado una técnica enzimatico-colorimétrica mediante
un preparado comercial de Laboratorios Randox S.L. (Total Antioxidant
Status, ref. NX2332). En esta técnica se hace reaccionar Ila
ferrilmioglobina (ferrilMb), una proteina hémica de naturaleza radicalaria,
formada al reaccionar la metamioglobina con el H202 y que se ha
detectado in vivo con el ABTS (2,2’-azino-di-[3-etilbenzotiazolin sulfonato])
para asi obtener el radical cation ABTS, que presenta color verde-
azulado, cuya intensidad de color puede medirse en espectrofotdmetro a
600 nm (Dynatech MR 7000). La presencia de antioxidantes inhibe la
formacion de este cation, de modo que se producira una reduccién en la
intensidad de la coloracién, proporcional a la concentracion de

antioxidantes de la muestra 264-267),
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Fig. 4. Fotografia del lector de placas Dynatech MR7000 utilizado en la

determinaciéon del estado antioxidante total. Tomada de: Zanén-Moreno V. Estrés
oxidativo en el Glaucoma primario de angulo abierto. Prevenciéon de la ceguera por Glaucoma. Valencia:

Universitat de Valéncia. 2008. 150 pp. Tesis Doctoralis.

HX-Fe* + H,0,
Metamioglobina Perdxido de
Hidrdégeno
Aox Reaccién Inhibida (menos ABTS')
‘X-[Fe**=0] + ABTS®
Ferrilmioglobina .
No Aox
ABTS' + HX-Fe*

Espectrofotémetro (600 nm)

Fig. 5. Reacciones bioquimicas que tienen lugar en la determinaciéon del

estado antioxidante total. Tomada de: Zanon-Moreno V. Estrés oxidativo en el Glaucoma primario
de angulo abierto. Prevencion de la ceguera por Glaucoma. Valencia: Universitat de Valencia. 2008. 150 pp.

Tesis Doctoralis.
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Los reactivos incluidos en el kit son los que se muestran en la siguiente
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tabla:
Concentracion Inicial Concentracion Inicial
TAMPON CROMOGENO
Tampon fosfato salino | 80 mmol/L, pH="7.4 Metamioglobina 6.1 pmol/L
SUSTRATO ABTS 610 umol/L
Peroxido de hidrogeno 250 pmol/L PATRON Lote especifico

"6-hidroxi-2,5,7.8-tetrametilcroman-2-4cido carboxilico
Tabla 4. Reactivos incluidos en el kit TOTAL ANTIOXIDANT STATUS,
de Laboratorios RANDOX S.L.
La preparacién de los reactivos se realizé de la siguiente manera:
1. Tampon. Listo para usar.
2. Cromogeno. Reconstituir un vial de cromégeno con 10 mL de tampédn.
3. Sustrato. Diluir 1 mL de sustrato con 1.5 mL de tampén.
4. Patrén. Reconstituir un vial de patron con 1 mL de agua destilada.
Una vez preparados los reactivos, procedemos con la técnica:
» Cargar en placa multipocillos (96 pocillos) 10 OL de patrén, blanco y de
cada una de las muestras.
» Anadir 250 OL de cromégeno.
= Mezclar y leer la absorbancia A1 (600 nm).
» Anadir 50 OL de sustrato.
= Mezclar y leer la absorbancia A2 (600 nm) después de exactamente 3

minutos.
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Una vez leidas las absorbancias, calcular la diferencia entre A2 y A1:

A2 — Al = AA de muestra/patréon/blanco

La concentracion del antioxidante total se calculé con la siguiente férmula:

(donde Factor = concentracion del patrén/(AAblanco - AApatrén))

Antioxidante total (mmol/L) = Factor X (AAgjanco - AAMuestra)

4. ANALISIS DE LOS DATOS Y METODOLOGIA ESTADISTICA

El analisis estadistico fue realizado con el programa SPSS 15.0.1 (SPSS
Inc., Chicago, IL). En el analisis descriptivo se calcularon los valores
medios y las desviaciones estdandar en cada grupo para todas las
variables continuas (edad, agudeza visual, presioén intraocular, relacion
excavacion/papila, anos de tratamiento del glaucoma, indice de masa
corporal, MDA y AOXT). Estas variables se presentan en forma de
medias + desviacién tipica con sus valores maximos y minimos. La
informacion descriptiva se complementa con los graficos mas apropiados
para visualizar los patrones caracteristicos de la misma: graficos
circulares en 3D, histogramas, graficos de dispersion de puntos,
diagramas de cajas y bigotes, curvas ROC, etc.

Para la obtencion de los p-valor en las comparaciones de medias de las

variables continuas, los datos se analizaron empleando el test t de
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Student para muestras independientes, tras verificar que los datos
presentaban una distribucion de acuerdo a la distribucién normal
(mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, que evalua el ajuste a una
distribucion) y que existia homogeneidad en las varianzas de los grupos
(mediante el test de Levene). Los resultados obtenidos permiten aceptar
la hipétesis de normalidad en la mayoria de los casos, por lo que la
metodologia estadistica se orienta, en general, a la aplicacion de tests
paramétricos. Para evaluar la existencia de correlaciones entre las
variables continuas estudiadas se empled el coeficiente de correlacion de
Pearson, que mide el nivel de correlacion lineal entre dos variables
normales. Se contrastara la hipotesis de nulidad de dicho coeficiente
mediante los niveles de significacidn, como expresion de la significacion
estadistica de la relacion estudiada.

En las variables categodricas analizadas (presencia o no de: hipertension
arterial, dislipemia, diabetes mellitus, obesidad, cardiopatia, alcoholismo,
tabaquismo, realizacion de actividad fisica, ansiedad, y depresién) se
calcularon los valores de la Chi cuadrado de Pearson, para evaluar si
todas las categorias contenian las mismas proporciones de valores y se
obtuvieron las odds-ratio, para estimar la potencia de la asociacion entre
la presencia de un factor y la incidencia de un evento.

Finalmente, realizaremos un modelo de regresion logistica multifactorial

cualitativo de los datos relativos a las diferentes variables, para predecir el
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resultado de la variable categdrica “subgrupo glaucoma” frente a
“subgrupo comparativo catarata® en funcibn de las variables
independientes o predictoras y su influencia para realizar predicciones del
estado de futuros pacientes. EI método de regresion utilizado es el
método “hacia adelante”, consistente en introducir las variables de una en
una, segun el orden de influencia, e ir controlando la eliminacién sucesiva
de variables no significativas, hasta obtener el modelo definitivo. Se
presentaran también los contrastes estadisticos necesarios para concluir
sobre las hipotesis de la investigacion.

El nivel de significatividad empleado en los andlisis ha sido el 5%
(a=0,05), de forma que cualquier p-valor menor a 0,05 es indicativo de
una relacion estadisticamente significativa. Por contra, un p-valor mayor o
igual a 0,05 indica ausencia de relacion.

Ademas, en una muestra como la analizada (n=175), con un nivel de
significatividad del 5% y una Z de 1,645, considerando como significativas
diferencias de 5,5 puntos entre los valores del grupo glaucoma y del
grupo comparativo y asumiendo una desviacién tipica de 3,5 como la
obtenida en la muestra, la potencia alcanzada, tanto por la determinacion
de comparaciones de medias como de proporciones, sera pues mayor de

80%.
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1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

La muestra para la investigacion esta constituida por 175 pacientes, de
los cuales 88 constituyen el grupo de glaucoma (GG) y 87 constituyen el
grupo comparativo (GC).

Al segmentar la muestra por los subgrupos, el grupo de pacientes con
glaucoma esta constituido por 45 hombres (51,1% de la muestra) y 43
mujeres (48,9% de la muestra); el grupo comparativo esta formado por
29 hombres (33,3% de la muestra) y 58 mujeres (66,7% de la muestra).

Segun la variable “sexo”, se obtiene la siguiente distribucién muestral:

Grupo glaucoma
® Hombres
B Mujeres
Grupo
comparativo
® Hombres
B Mujeres

Fig. 6. Diagrama de sectores. Distribuciéon por sexo de ambos grupos
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La edad media del grupo de los pacientes con glaucoma era 70,13 %
8,981 afos, con un recorrido entre 47 y 89 anos, mientras que la edad
media de los pacientes del grupo comparativo era de 72,48 + 8,016 afos,
con un recorrido entre 40 y 88 anos. La diferencia de la media de las
edades entre los subgrupos no fue estadisticamente significativa
(p=0,069, test t de Student de datos independientes). Una representacion
grafica de la variable “edad” en la muestra en los dos subgrupos muestra
que las distribuciones en ambos subgrupos serian bastante semejantes,
siendo los grupos de edad mas frecuentes los comprendidos entre 61-70
afos y entre 71-80 afos, tanto en el grupo de pacientes con glaucoma
como en el grupo comparativo, lo que se aprecia en el siguiente diagrama

de barras:

60

50 A

40 A

30 - ¥ Grupo glaucoma

B Grupo comparativo

20

10

<50 51-60 61-70 71-80 > 81 aflos
afios. afios afios afios

Fig. 7. Diagrama de barras. Distribucion por grupos de edad
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A partir de los estudios de perimetria automatizada Humphrey realizados
durante el proceso de exploracion oftalmolégica obtuvimos los indices
visuales globales (DM, y DSM). Respecto a la DM, en los pacientes del
grupo glaucoma presentd un valor de -17,39 + 7,80 dB, mientras que en
los pacientes del grupo comparativo, la DM presenté unos valores medios
de -5,55 * 3,36 dB, y esta diferencia fue estadisticamente significativa (p <
0,001; test t de Student de datos independientes). Respecto a la DSM, en
los pacientes del grupo glaucoma se presenté un valor de 8,71 + 2,94 dB,
en tanto que en los pacientes del grupo comparativo, la DM presentd un
valor medio de 2,03 + 0,66 dB, y esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p < 0,001; test t de Student de datos independientes).

Los 88 pacientes del grupo de glaucoma fueron subdivididos en funcion
de su gravedad, de acuerdo con los criterios del estadio de severidad de
Hodapp-Parrish-Anderson, presentando la siguiente distribucion: 5
pacientes (5,68% de la muestra) estaban en estadio |; 32 pacientes
(36,36% de la muestra) estaban en estadio Il; 23 pacientes (26,13% de la
muestra) estaban en estadio Ill; y 28 pacientes (31,81% de la muestra)
estaban en estadio IV. La mayoria de los pacientes (57,94%) presenta

una forma avanzada de la enfermedad, como se representa en el grafico:
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Estadio del glaucoma

B Estadio |

B Estadio II

 Estadio III

H Estadio IV

Fig. 8. Diagrama de sectores. Distribucion de estadios de severidad
grupo glaucoma

Por otra parte, en los pacientes del grupo de glaucoma, el tiempo de
evolucion de la enfermedad es, en promedio, de 8,92 + 6,277 anos, el
namero de farmacos antiglaucomatosos tépicos que llevaban los
pacientes en promedio era de 2,26 £+ 0,733, siendo la representacion
grafica de la distribucion de los afios de evolucion de la enfermedad en

un diagrama de “cajas y bigotes” la siguiente:
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Grupo: Glaucoma
18
*

30

254

N
o
|

ANOS DTO GLAUCOMA
T T

T
Glaucoma

Grupo

Fig. 9. Diagrama de cajas. Distribucién de los afios de evolucién de la
enfermedad

Las cirugias que se realizaron en los pacientes del grupo de glaucoma incluidos
en nuestro estudio fueron: esclerectomia profunda no perforante en 55 pacientes
(62,5%), y trabeculectomia en 33 pacientes (37,5%). Por el contrario, la totalidad
de los pacientes del grupo comparativo fueron sometidos a facoemulsificacion de
catarata con implante de LIO, pues como expusimos previamente, dicho grupo
estaba constituido por pacientes con cataratas que iban a ser intervenidos de
forma programada y que no presentaban signos de neuropatia Optica
glaucomatosa. En la siguiente figura se expone la representacién grafica de la

distribucion de las cirugias realizadas en los pacientes del grupo de glaucoma.
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Cirugias en pacientes del grupo de
glaucoma

EEPNP

B Trabeculectomia

Fig. 10. Diagrama de sectores. Distribucion de cirugias. Grupo glaucoma

Asimismo, los pacientes del grupo de glaucoma tenian un promedio de espesor
corneal central de 535 * 31 micras, mientras que los pacientes del grupo
catarata presentaban un promedio en la paquimetria central de 536 + 31 micras,
y esta diferencia no era significativa (p = 0,926; test t de Student de datos

independientes).

2. COMPARACION DE MEDIAS ENTRE GRUPOS
Presentaremos a continuacion los datos mas relevantes de la estadistica
descriptiva basica en las variables continuas analizadas y las correspondientes

comparaciones de medias entre ambos subgrupos.
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2.1. VARIABLE AGUDEZA VISUAL

La agudeza visual media expresada en valores decimales en los pacientes del
grupo glaucoma era de 0,363 £ 0,14, con un rango comprendido entre 0,1 y 0,6;
por el contrario en los pacientes del grupo comparativo, la agudeza visual media
era de 0,282 + 0,09, con un rango comprendido entre 0,1 y 0,4. Esta diferencia
fue estadisticamente significativa (p=0,043; test t de Student de datos
independientes). La justificacion para esta diferencia estriba en las bajas
agudezas visuales que las opacidades de cristalino provocaban en los pacientes
del grupo comparativo, dado que eran pacientes que iban a ser operados de
cataratas.

En la siguiente figura se muestra la representacion grafica de la curva Receiver
Operating Characteristic (Caracteristica Operativa del Receptor); se expone una
representacién grafica de la sensibilidad frente a (1 — especificidad) para un
sistema clasificador binario segun varia el umbral de discriminaciéon. En la
variable continua Agudeza Visual, el area bajo la curva tiene un valor de 0,703
(donde p valor asintético = 0,067). Si establecemos un punto de corte en 0,360,
donde se ubica el punto de insercién de la curva ROC con la linea convexa a la
linea de discriminacién, obtendremos un valor de sensibilidad de 0,632 y de

especificidad de 0,818 para el grupo de pacientes con glaucoma.

157



RESULTADOS

Curva ROC de la agudeza visual

0,84

Sensibilidad
o
T

o
ES
1

0,24

00 T T T
0,0 02 0.4 0.6 0.8 1,0
1 - Especificidad

Fig. 11. Curva ROC de Agudeza Visual

2.2. VARIABLE PRESION INTRAOCULAR

El promedio de presion intraocular determinada por tonometria de aplanacién de
Perkins en los pacientes del grupo glaucoma fue de 24,90 + 4,42 mmHg, con un
rango comprendido entre 16 y 40 mmHg; por el contrario en los pacientes del
grupo comparativo la presién intraocular media fue de 16,91 + 2,54 mmHg, con
un rango comprendido entre 13 y 21 mmHg. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p<0,001; test t de Student de datos independientes). La explicacion
para esta diferencia en las medias radica en que los pacientes del grupo
glaucoma fueron seleccionados a partir de pacientes que iban a ser intervenidos
quirargicamente de su enfermedad, dado que con tratamiento médico no se

obtenia una presion intraocular satisfactoria.
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En la siguiente figura se muestra la representacion grafica de la curva de ROC.
En esta imagen exponemos una representacion grafica de la sensibilidad frente
a (1 — especificidad) para un sistema clasificador binario segun se varia el
umbral de discriminacion. En la variable continua PIO, el area bajo la curva tiene
un valor de 0,973 (p valor asintético < 0,001). Si establecemos un punto de corte
en 20,50 mmHg, donde se ubica el punto de insercidon de la curva ROC con la
linea convexa a la linea de discriminaciéon, obtendremos un valor de sensibilidad

de 0,931 y de especificidad de 0,957 para el grupo de pacientes con glaucoma.

Curva ROC de la PIO.

Sensibilidad
o
7

(S
FS
|

0,24

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Fig. 12. Curva ROC de Presién intraocular
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2.3. VARIABLE COCIENTE EXCAVACION/PAPILA

La media de los cocientes excavacion/papila determinado en el eje vertical de la
paila del ojo intervenido en los pacientes del grupo con glaucoma fue de 0,629 +
0,18, con un rango comprendido entre 0,2 y 0,9; por el contrario, la media del
cociente excavacion/papila en los pacientes del grupo comparativo fue de 0,320
* 0,14, con un rango comprendido entre 0,1 y 0,6. Esta diferencia de la media de
esta variable fue también estadisticamente significativa (p<0,001; test t de
Student de variables independientes). La justificacion para esta diferencia en las
media se basa en que los pacientes del grupo con glaucoma presentaban la
neuropatia optica glaucomatosa subsidiaria de su enfermedad, mientras que los
pacientes con cataratas y sin glaucoma no mostraban esta alteraciéon en su
exploracion del fondo de ojo.

En la siguiente figura se muestra la representacion grafica de la curva ROC,
donde se expone una representacion grafica de la sensibilidad frente a (1 —
especificidad). En la variable continua cociente excavacion/papila, el area bajo la
curva tiene un valor de 0,893 (p valor asintético < 0,001). Si establecemos un
punto de corte en 0,450, valor donde se ubica el punto de insercidn de la curva
ROC con la linea convexa a la linea de discriminacion, obtendremos un valor de
sensibilidad de 0,805 y de especificidad de 0,829 para el grupo de pacientes con

glaucoma.
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Curva ROC del conciente excavacién/papila.
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Fig. 13. Curva ROC de Cociente excavacion/papila

2.4. VARIABLE ACIDO MALONILDIALDEHIDO (MDA)

La media de la MDA como evaluador de formacién de radicales libres por la
peroxidacion lipidica en los pacientes con glaucoma fue de 0,5571 + 0,1875
pmoles/L, mientras que en los pacientes del grupo comparativo fue de 0,1085 +
0,1141 pmoles/L. Esta diferencia fue estadisticamente significativa, con un p
valor < 0,001 y con un intervalo de confianza de la diferencia de las medias al
95% comprendido entre 0,4019 y 0,4952 (test t de Student de datos
independientes).

En la siguiente figura se muestra la representacion grafica de la curva ROC,
donde se expone una representacion grafica de la sensibilidad frente a (1 —
especificidad). En la variable continua MDA, el area bajo la curva tiene un valor

de 0,989 (p valor asintético < 0,001). Si establecemos un punto de corte en
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0,2955 pmoles/L, donde se ubica el punto de insercion de la curva ROC con la
linea convexa a la linea de discriminaciéon, obtendremos un valor de sensibilidad

de 0,988 y de especificidad de 0,977 para el grupo de pacientes con glaucoma.

Curva ROC de la MDA
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Fig. 14. Curva ROC de Malonildialdehido

2.5. VARIABLE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AOXT)

La media de la variable AOXT en los pacientes con glaucoma fue de 2,1447 +
0,6232 mmoles/L, mientras que en los pacientes del grupo comparativo fue de
3,9057 + 1,0397 mmoles/L. Esta diferencia fue estadisticamente significativa,
con un p valor < 0,001 y con un intervalo de confianza de la diferencia de las
medias al 95% comprendido entre -2,020 y -1,5010 (test t de Student de datos
independientes). En la siguiente figura se muestra la representacion grafica de la

curva ROC, donde se expone una representacion grafica de la sensibilidad
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frente a (1 — especificidad). En la variable continua AOXT, el area bajo la curva
tiene un valor de 0,940 (p valor asintético < 0,001). Si establecemos un punto de
corte en 2,8420 mmoles/L, donde se ubica el punto de insercidon de la curva
ROC con la linea convexa a la linea de discriminacion, obtendremos un valor de
sensibilidad de 0,845 y de especificidad de 0,885 para el grupo de pacientes con

glaucoma.

Curva ROC del AOXT
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Fig. 15. Curva ROC de Actividad Antioxidante Total

2.6. VARIABLE iNDICE DE MASA CORPORAL (IMC)
Los valores promedios de la variable IMC en los pacientes con glaucoma fue de
25,4 + 3,14 kg/m?, mientras que en los pacientes del grupo comparativo fue de

25,1+ 2,86 kg/mz. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa, con un p
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valor = 0,611 y con un intervalo de confianza de la diferencia de las medias al
95% comprendido entre -0,67 y 1,15 (test t de Student de datos independientes).
En la siguiente figura se muestra la representacion grafica de la curva ROC,
donde se expone una representacion grafica de la sensibilidad frente a (1 —
especificidad). En la variable continua IMC, el area bajo la curva tiene un valor
de 0,463 (p valor asintético = 0,403). Si establecemos un punto de corte en
26,0150 kg/mz, donde se ubica el punto de insercién de la curva ROC con la
linea convexa a la linea de discriminaciéon, obtendremos un valor de sensibilidad

de 0,506 y de especificidad de 0,321 para el grupo de pacientes con glaucoma.

Curva ROC del IMC
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Fig. 16. Curva ROC de indice de Masa Corporal
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3. DISTRIBUCIONES DE FRECUENCIAS DE LOS FACTORES DE RIESGO
ENDOGENO Y EXOGENO

Se presentan a continuacion las caracteristicas de las distribuciones de
frecuencia de todas las variables categoricas dicotomicas analizadas y las tablas
de contingencia en formato 2x2, junto con los estadisticos Chi cuadrado y test
exacto de Fisher, evaluando la posible influencia de los factores exdgenos y

enddégenos en ambos subgrupos analizados.

3.1. VARIABLE HIPERTENSION ARTERIAL (HTA)

La variable categdrica HTA presentd una distribucion de frecuencias similar en el
grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo comparativo, con un p valor
para la Chi cuadrado de Pearson = 0,045 y un p valor para el test exacto de
Fisher = 0,866. Se obtuvo, ademas, un coeficiente de variacién entre los grupos
del 47.9%. Por lo tanto, no podemos afirmar que, en nuestra serie, la
hipertension arterial sea un factor de riesgo para presentar un glaucoma, en
relacion con el grupo comparativo, pues la odds ratio para los grupos
glaucomal/catarata fue de 1,075. En la tabla siguiente se exponen las
distribuciones de frecuencia de la variable HTA en ambos grupos analizados, y

un diagrama de barras de la distribucion.
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Hipertension arterial Total
Si No
Grupo Glaucoma 27 61 88
Comparativo 25 62 87
Total 52 123 175

Tabla 5. distribuciones de frecuencia de la variable HTA en ambos grupos
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Fig. 17. Diagrama de barras. Distribucion HTA en ambos grupos

3.2. VARIABLE DISLIPEMIA (DL)

La variable categorica DL presentd una distribucién de frecuencias similar en el
grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo comparativo, con un p valor
para la Chi cuadrado de Pearson = 0,008 y un p valor para el test exacto de

Fisher = 0,999. Se obtuvo, ademas, un coeficiente de variacién entre los grupos
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del 46,6%. Por lo tanto, no podemos afirmar que, en nuestra serie, la dislipemia
sea un factor de riesgo para presentar un glaucoma, en relaciéon con el grupo
comparativo, pues la odds ratio para los grupos glaucoma/catarata fue de 1,032.
En la tabla siguiente se exponen las distribuciones de frecuencia de la variable

DL en ambos grupos analizados, y un diagrama de barras de la distribucion.

Dislipemia Total
Si No
Grupo Glaucoma 23 65 88
Comparativo 23 64 87
Total 46 129 175

Tabla 6. Distribuciones de frecuencia de la variable DL en ambos grupos
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Fig. 18. Diagrama de barras. Distribucion DL en ambos grupos
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3.3. VARIABLE DIABETES MELLITUS (DM)

La variable categorica DM presentd una distribucion de frecuencias similar en el
grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo comparativo, con un p valor
para la Chi cuadrado de Pearson = 2,678 y un p valor para el test exacto de
Fisher = 0,127. Se obtuvo, ademas, un coeficiente de variacién entre los grupos
del 37,7%. Por lo tanto, no podemos afirmar que, en nuestra serie, la diabetes
mellitus sea un factor de riesgo para presentar un glaucoma, en relacién con el
grupo comparativo a pesar de que la odds ratio para los grupos glaucoma/control
mostré un valor de 2,432. En la tabla siguiente se exponen las distribuciones de
frecuencia de la variable DM en ambos grupos analizados, y un diagrama de

barras de la distribucion.
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Fig. 19. Diagrama de barras. Distribucion DM en ambos grupos
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Diabetes Mellitus Total
Si No
Grupo Glaucoma 11 75 88
Comparativo 10 79 87
Total 21 154 175

Tabla 7. Distribuciones de frecuencia de la variable DM en ambos grupos

3.4. VARIABLE OBESIDAD

La variable categdrica obesidad presentd una distribucién de frecuencias
diferente en el grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo comparativo,
siendo mayor en los pacientes con glaucoma que en los pacientes del grupo
catarata, con un p valor para la Chi cuadrado de Pearson = 5,496 y un p valor
para el test exacto de Fisher = 0,023. Se obtuvo, ademas, un coeficiente de
variacién entre los grupos del 52,1%. Por lo tanto, podemos afirmar que, en
nuestra serie, la obesidad fue un factor de riesgo para presentar un glaucoma,
en relacién con el grupo comparativo, dado que la odds ratio para los grupos
glaucomalcatarata mostré un valor de 2,051. En la tabla siguiente se exponen
las distribuciones de frecuencia de la variable obesidad en ambos grupos

analizados, y un diagrama de barras de la distribucién.

Obesidad Total
Si No
Grupo Glaucoma 55 33 88
Comparativo 39 48 87
Total 94 81 175

Tabla 8. Distribuciones de frec. variable Obesidad en ambos grupos

169



RESULTADOS

60

50 —

40

30 & Obesidad Si

& Obesidad No
20

10 -

Glaucoma Comparativo

Fig. 20. Diagrama de barras. Distribucion Obesidad en ambos grupos

3.5. VARIABLE CARDIOPATIA

La variable categorica cardiopatia isquémica cronica estable presentdé una
distribucion de frecuencias similar en el grupo de los pacientes con glaucoma y
en el grupo de controles, con un p valor para la Chi cuadrado de Pearson =
1,693 y un p valor para el test exacto de Fisher = 0,217. Se obtuvo, ademas, un
coeficiente de variacion entre los grupos del 57,0%. Por lo tanto, no podemos
afirmar que, en nuestra serie, la presencia de patologia cardiaca sea un factor
de riesgo para presentar un glaucoma, en relacion con el grupo comparativo, a
pesar de que la odds ratio para los grupos glaucoma/catarata mostré un valor de
1,499. En la tabla siguiente se exponen las distribuciones de frecuencia de la
variable cardiopatia en ambos grupos analizados, y un diagrama de barras de la

distribucion.
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CARDIOPATIA Total
Si No
Grupo Glaucoma 58 30 88
Comparativo 49 38 87
Total 107 68 175

Tabla 9. Distribuciones de frecuencia de la variable Cardiopatia en ambos

grupos
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Fig. 21. Diagrama de barras. Distribucion Cardiopatia en ambos grupos

3.6. VARIABLE CONSUMO DE ALCOHOL

La variable categorica consumo de alcohol presentd una distribucion de
frecuencias diferente en el grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo
comparativo, siendo mayor en los pacientes del grupo control que en los

pacientes con glaucoma, presentando wun p valor para la Chi cuadrado de
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Pearson = 11,800 y un p valor para el test exacto de Fisher = 0,001. Se obtuvo,
ademas, un coeficiente de variacion entre los grupos del 54,9%. Por lo tanto,
podemos afirmar que, en nuestra serie, la presencia de consumo crénico de
alcohol no fue un factor de riesgo para presentar un glaucoma, en relacion con el
grupo control, dado que la odds ratio para los grupos glaucoma/catarata mostré
un valor de 0,295, sino que el consumo de bebidas alcohdlicas era
proporcionalmente mas frecuentes entre los sujetos del grupo comparativo que
en los pacientes con glaucoma. En la tabla siguiente se exponen las
distribuciones de frecuencia de la variable alcoholismo en ambos grupos

analizados, y un diagrama de barras de la distribucién.

ALCOHOL Total
Si No
Grupo Glaucoma 14 74 88
Comparativo 34 53 87
Total 48 127 175

Tabla 10. Distribuciones de frecuencia de la variable Alcohol en ambos

grupos
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Fig. 22. Diagrama de barras. Distribucion Consumo alcohol en ambos

grupos

3.7. VARIABLE TABAQUISMO

La variable categodrica tabaquismo presentd una distribucién de frecuencias
similar en el grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo comparativo,
con un p valor para la Chi cuadrado de Pearson = 0,050 y un p valor para el test
exacto de Fisher = 0,880. Se obtuvo, ademas, un coeficiente de variacion entre
los grupos del 56.0%. Por lo tanto, no podemos afirmar que, en nuestra serie, la
presencia de consumo de tabaco sea un factor de riesgo para presentar un
glaucoma, en relacién con el grupo comparativo, dado que la odds ratio para los

grupos glaucomal/catarata mostré un valor de 1,070. En la tabla siguiente se
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exponen las distribuciones de frecuencia de la variable tabaquismo en ambos

grupos analizados, y un diagrama de barras de la distribucién.

TABACO Total
Si No
Grupo Glaucoma 46 42 88
Comparativo 44 43 87
Total 90 85 175

Tabla 11. Distribuciones de frecuencia variable Tabaco en ambos grupos
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Fig. 23. Diagrama de barras. Distribucion Tabaquismo en ambos grupos
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3.8. VARIABLE ACTIVIDAD FiSICA

La variable categodrica actividad fisica, que se clasificO segun cuatro
categorias en sedentarismo, moderadamente activo, activo y muy activo,
presentd una distribucion de frecuencias significativamente diferente entre
los pacientes del grupo con glaucoma y los pacientes del grupo control,
con un valor para la Chi cuadrado de Pearson = 34,834 y un p valor para
la Chi cuadrado < 0,001. No se pudo realizar el calculo del test exacto de
Fisher, ni el calculo del odds ratio, porque solo pueden ser computadas en
tablas de 2x2 sin celdas vacias. El coeficiente de variacion que obtuvimos
en nuestro andlisis fue del 66,2%. Por lo tanto, podemos afirmar que, en
nuestra serie, la inactividad fisica o el sedentarismo presentd una
distribucion de frecuencia mayor entre los pacientes con glaucoma frente
al grupo comparativo. En la tabla siguiente se exponen las distribuciones
de frecuencia de la variable actividad fisica en ambos grupos analizados,

y un diagrama de barras de la distribucion.
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ACTIVIDAD FISICA Total
Sedentarismo Moderada Activo Muy activo
Grupo Glaucoma 57 23 6 2 88
Comparativo 19 40 23 5 87
Total 76 63 29 7 175

Tabla 12. Distribuciones de frecuencia de la variable Actividad fisica en
ambos grupos
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Fig. 24. Diagrama de barras. Distribucion Actividad fisica en ambos grupos

3.9. VARIABLE ANSIEDAD
La variable categdrica ansiedad present6 una distribucion de frecuencias
diferente en el grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo

comparativo, presentando una frecuencia mayor en el grupo de los
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pacientes con glaucoma frente al grupo catarata, con un p valor para la
Chi cuadrado de Pearson = 6,796 y un p valor para el test exacto de
Fisher = 0,014. Se obtuvo, ademas, un coeficiente de variacién entre los
grupos del 36,8%. Por lo tanto, podemos afirmar que, en nuestra serie, la
presencia de ansiedad fue un factor de riesgo para presentar un
glaucoma, en relacién con el grupo comparativo, dado que la odds ratio
para los grupos glaucoma/catarata mostré un valor de 3,471. En la tabla
siguiente se exponen las distribuciones de frecuencia de la variable

ansiedad en ambos grupos analizados, y un diagrama de barras de la

distribucién.
ANSIEDAD Total
Si No
Grupo Glaucoma 18 70 88
Comparativo 6 81 87
Total 24 151 175

Tabla 13. Distribuciones de frecuencia variable Ansiedad en ambos grupos
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Fig. 25. Diagrama de barras. Distribucion Ansiedad en ambos grupos

3.10. VARIABLE DEPRESION

La variable categodrica depresion presentd una distribucion de frecuencias
diferente en el grupo de los pacientes con glaucoma y en el grupo
comparativo, presentando una frecuencia mayor en el grupo de los
pacientes con glaucoma, con un p valor para la Chi cuadrado de Pearson
= 7,227 y un p valor para el test exacto de Fisher = 0,011. Se obtuvo,
ademas, un coeficiente de variacion entre los grupos del 37,1%. Por lo
tanto, podemos afirmar que, en nuestra serie, la presencia de depresion
fue un factor de riesgo para presentar un glaucoma, en relaciéon con el

grupo comparativo, dado que la odds ratio para los grupos
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glaucoma/catarata mostré un valor de 3,361. En la tabla siguiente se
exponen las distribuciones de frecuencia de la variable depresion en

ambos grupos analizados.

Depresion Total
Si No
Grupo Glaucoma 20 68 88
Comparativo 7 80 87
Total 27 148 175

Tabla 14. Distribuciones de frecuencia de la variable Depresién (Dp) en

ambos grupos
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Fig. 26. Diagrama de barras. Distribucion Depresién en ambos grupos
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4. ANALISIS DE CORRELACIONES DE LAS VARIABLES CONTINUAS
Presentaremos a continuacion los analisis de correlacion bivariada con
dos colas de las variables continuas evaluadas, que fueron las siguientes:
edad (en anos), agudeza visual (AV) (en valores decimales), presién
intraocular (PIO) (en mmHg), relacion excavacion/papila (CDR) (en
valores decimales), anos de tratamiento del glaucoma (en anos), indice
de masa corporal (IMC) (en kg/m?), MDA (en umoles/L) y AOXT (en

mmoles/L).

4.1. ANALISIS DE LAS CORRELACIONES EN EL TOTAL DE LA
MUESTRA

Las correlaciones significativas se encontraron para la MDA, que fue
inversa con el AOXT y directa con el valor de la PIO, de forma que a
mayor PIO y CDR mayor MDA. En la figura siguiente se muestra la nube
de dispersion de puntos de la correlacion entre los valores de MDA y los
valores de PIO en el grupo de pacientes con glaucoma y en el grupo
comparativo, donde se aprecia graficamente que los pacientes con
glaucoma presentaban valores claramente mayores de MDA que los

pacientes del grupo catarata.
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Fig. 27. Relacién entre los valores de MDA (en ordenadas) y la PIO (en
abscisas)

Asimismo se observé una correlacién significativa directa entre los niveles

de MDA vy los valores del cociente excavacidon/papila. En la figura

siguiente se muestra la nube de dispersion de puntos de la correlacién

entre los valores de MDA vy los valores del CDR en el grupo de pacientes

con glaucoma y en el grupo catarata, donde se aprecia graficamente que

la presencia de excavaciones papilares mayores presentaban a su vez

valores mayores de MDA en el grupo de pacientes con glaucoma,

mientras que esta correlacion no era evidente en los pacientes del grupo

catarata.
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Fig. 28. Relacién entre los valores de MDA (en ordenadas) y el CDR (en
abscisas)

Por su parte, los niveles de AOXT presentaron una correlacion inversa
con la PIO y con el CDR, de forma que a mayor PIO y CDR menores
niveles de AOXT. En la figura siguiente se muestra la nube de dispersion
de puntos de la correlacion entre los valores de AOXT vy los valores de
PI1O en el grupo de pacientes con glaucoma y en el grupo comparativo,
donde se aprecia graficamente que los pacientes con glaucoma
presentaban valores claramente inferiores de AOXT que los pacientes del

grupo catarata.
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Fig. 29. Relacién entre los valores de AOXT (en ordenadas) y la PIO (en
abscisas)

Del mismo modo, los niveles de AOXT presentaron una correlacion
inversa con el CDR, de forma que valores mayores de CDR se
correlacionaban con menores niveles de AOXT. En la figura siguiente se
muestra la nube de dispersién de puntos de la correlacion entre los
valores de AOXT vy los valores del CDR en el grupo de pacientes con
glaucoma y en el grupo comparativo, donde se aprecia que los pacientes
con glaucoma presentaban valores claramente inferiores de AOXT que

los pacientes del grupo catarata.
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Fig. 30. Relacién entre los valores de AOXT (en ordenadas) y el CDR (en
abscisas)

La PIO presenté una correlacion significativa directa con el valor de la
CDR, de forma que a mayor PIO mayor valor de la CDR, como es légico
suponer en funcién de la neuropatia Optica glaucomatosa que
presentaban los pacientes del grupo glaucoma.

Finalmente, la AV presentd una correlacion significativa inversa con la
EDAD, de forma que a mayor edad menores valores promedios de AV
encontramos en nuestro estudio. El resto de las correlaciones analizadas
no fueron significativas. En la tabla siguiente se exponen los valores de

las correlaciones bivariadas analizadas.
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MDA AOXT IMC PIO CDR ANOS TTO | EDAD AV
MDA Pearson 1 -636(**) | ,067 | ,578(**) | ,612(**) | -,073 -,058 115
Sig. (2-colas) | . ,000 ,396 | ,000 ,000 ,765 448 ,547
N 175 175 175 175 175 175 175 175
AOXT Pearson -636(**) | 1 -016 | -,480(**) | -,544(**) | -,067 ,061 -,264
Sig. (2-colas) | ,000 . ,836 | ,000 ,000 ,786 429 ,158
N 175 175 175 175 175 175 175 175
IMC Pearson ,067 -,016 1 ,055 ,093 ,023 ,013 -,167
Sig. (2-colas) | ,396 ,836 . 491 ,244 ,925 ,866 377
N 175 175 175 175 175 175 175 175
PIO Pearson 578(**) | -,480(**) | ,055 | 1 ,468(**) | -,385 -,132 ,342
Sig. (2-colas) | ,000 ,000 491 . ,000 ,103 ,099 ,152
N 175 175 175 175 175 175 175 175
CDR Pearson ,612(**) | -,544(**) | ,093 | ,468(**) | 1 -,157 -,099 -,077
Sig. (2-colas) | ,000 ,000 ,244 | ,000 . ,521 ,218 ,755
N 175 175 175 175 175 175 175 175
ANOS TTO  Pearson -,073 -,067 ,023 | -,385 -,157 1 ,223 147
Sig. (2-colas) | ,765 ,786 ,925 | ,103 ,521 . ,358 ,549
N 175 175 175 175 175 175 175 175
EDAD Pearson -,058 ,061 ,013 | -,132 -,099 ,223 1 -,557(**)
Sig. (2-colas) | ,448 429 ,866 | ,099 ,218 ,358 . ,001
N 175 175 175 175 175 175 175 175
AV Pearson 115 -,264 -,167 | ,342 -,077 147 -557(**) | 1
Sig. (2-colas) | ,547 ,158 377 | 152 ,755 ,549 ,001
N 175 175 175 175 175 175 175 175

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (2-colas).

Tabla 15. Correlelaciones bivariadas analizadas muestra total

4.2. ANALISIS DE CORRELACIONES. GRUPO GLAUCOMA
Las correlaciones significativas en el subgrupo de pacientes con
glaucoma obtenidas fueron: para el IMC, que presentd una relacién

directa con el CDR, es decir cuanto mas alto es el indice de masa
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corporal mayor sera el CDR. En la figura siguiente se visualiza la nube de
dispersion de puntos de la correlacién entre los valores de IMC y los
valores de CDR en el grupo de pacientes con glaucoma y en el grupo
comparativo. En los pacientes con glaucoma presentaban valores
superiores de IMC, y la recta de ajuste ascendente define una relacién
positiva (como indicaba el signo del coeficiente), mostrando que, en los
pacientes con glaucoma, a mayor CDR se corresponde un mayor IMC,
mientras que en los pacientes del grupo comparativo, la linea de
tendencia es descendente, resultado que indica que en los pacientes del
grupo comparativo la correlacion entre la CDR y el valor del IMC es
negativa, encontrandose los IMC mas altos con los CDR mas bajos, como

se expondra mas adelante.
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Fig. 31. Relacién entre los valores de CDR ( ordenadas) y el IMC ( abscisas)
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La PIO presentd una correlacion directa con el AOXT, es decir las PIOs
mas altas se correlacionan con niveles mas altos de AOXT e
inversamente con la edad, es decir en nuestra serie las PIOs mas altas
las tenian los pacientes mas jovenes. El resto de las correlaciones
analizadas no fueron significativas.

En la siguiente pagina podemos ver la tabla donde se exponen los

valores de las correlaciones bivariadas analizadas.
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MDA | AOXT IMC PIO CDR ANOS TTO | EDAD AV
MDA Pearson 1 -110 ,073 -,123 ,064 -,073 ,148 -,344
Sig. (2-colas) . ,327 ,508 ,265 ,565 ,765 175 ,149
N 88 88 88 88 88 88 88 88
AOXT Pearson -110 1 ,059 ,360(**) -,042 -,067 =171 ,029
Sig. (2-colas) | ,327 . ,596 ,001 ,709 ,786 121 ,908
N 88 88 88 88 88 88 88 88
IMC Pearson ,073 ,059 1 -,007 ,299(**) ,023 ,073 -,165
Sig. (2-colas) | ,508 ,596 . ,951 ,005 ,925 ,504 ,499
N 88 88 88 88 88 88 88 88
PIO Pearson -123 | ,360(**) -,007 1 -,107 -,385 -211(%) | 342
Sig. (2-colas) | ,265 ,001 ,951 . ,326 ,103 ,050 ,1562
N 88 88 88 88 88 88 88 88
CDR Pearson ,064 -,042 ,299(*%) | -,107 1 -,157 ,058 -077
Sig. (2-colas) | ,565 ,709 ,005 ,326 . ,521 ,596 ,755
N 88 88 88 88 88 88 88 88
ANOS TTO Pearson -073 | -,067 ,023 -,385 -,157 1 ,223 147
Sig. (2-colas) | ,765 ,786 ,925 ,103 ,521 . ,358 ,549
N 88 88 88 88 88 88 88 88
EDAD Pearson ,148 =171 ,073 -211(%) ,058 ,223 1 -,434
Sig. (2-colas) | ,175 121 ,504 ,050 ,596 ,358 . ,064
N 88 88 88 88 88 88 88 88
AV Pearson -,344 ,029 -,165 ,342 -,077 147 -,434 1
Sig. (2-colas) | ,149 ,908 ,499 ,1562 ,755 ,549 ,064
N 88 88 88 88 88 88 88 88

(** ) La correlacion es significativa al nivel 0,01 (2-colas). (* ) La correlacion es
significativa al nivel 0,05 (2-colas). Grupo = Glaucoma

Tabla 16. Correlaciones bivariadas analizadas muestra glaucoma
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43. ANALISIS DE LA CORRELACIONES EN EL GRUPO
COMPARATIVO CATARATA

Las correlaciones significativas en el subgrupo de pacientes del grupo
catarata se encontraron para el IMC, que presentd una relaciéon inversa
con el CDR, es decir cuanto mas alto es el indice de masa corporal menor
sera el CDR. La edad presentd una relacion inversa con la AV, de modo
que a mayor edad los pacientes presentaban menores valores promedios
de AV. El resto de las correlaciones analizadas no fueron significativas.
En la tabla siguiente se exponen los valores de las correlaciones
bivariadas analizadas. En este subgrupo no se incluyé como variable la
duracion del tratamiento antiglaucomatoso, pues estos pacientes no

tenian glaucoma y no estaban sometidos a éste tipo de tratamiento.
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MDA | AOXT IMC PIO CDR EDAD | AV

MDA Pearson 1 142 -041| -115 ,006 024 | 157

Sig. (2-colas) ,191 716 | 343 ,959 827 | 645

N 87 87 87 87 87 87 87

AOXT  Pearson -,142 1 -,027 | -,036 -137 -,005 | -425

Sig. (2-colas) ,191 ,808 | ,766 ,260 ,966 | ,193

N 87 87 87 87 87 87 87

IMC Pearson -,041 -,027 11,090 | -318(**) -,055 | -242

Sig. (2-colas) 716 ,808 ,459 ,007 624 | 474

N 87 87 87 87 87 87 87

PIO Pearson -115 -,036 ,090 1 ,065 196 | .067

Sig. (2-colas) ,343 ,766 ,459 ,593 103 | .692

N 87 87 87 87 87 87 87

CDR  Pearson ,006 -137 | -318(**)| ,065 1 -221| 147

Sig. (2-colas) ,959 ,260 ,007 | 593 ,066 | .698

N 87 87 87 87 87 87 87

EDAD Pearson -

,024 -,005 -,055 | 196 -,221 1| ,823(*

Sig. (2-colas) ,827 ,966 624 | 103 ,066 ,002)

N 87 87 87 87 87 87 87

AV Pearson 157 | -425 242 | 067 147 | o3 1
Sig. (2-colas) ,645 ,193 474|692 .698 ,002

N 87 87 87 87 87 87 87

Tabla 17. Correlaciones bivariadas analizadas muestra comparativa

(**) La correlacion es significativa al nivel 0,01 (2-colas).

Grupo = Comparativo
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4.4. ANALISIS MULTIVARIANTE DE REGRESION LOGISTICA
Seguidamente se presentan los resultados de un analisis de regresién
logistica, en el que la variable dependiente es la variable “subgrupo
glaucoma” frente al “subgrupo comparativo”. En resumen, la regresién
logistica aproxima la probabilidad de obtener un suceso, definido como
"0" (no ocurre cierto suceso, en nuestro caso no es un paciente con
glaucoma) frente a "1" (ocurre el suceso, en nuestro caso se trata de un
paciente con glaucoma), evaluando el valor de las diversas variables
explicativas. Ademas, con este modelo pretendemos estimar la ecuacion
de la recta de regresién, a la vez que estudiar el posible efecto confusor
de las otras variables.

Como expusimos previamente, se introdujeron las variables por pasos,
segun un criterio de probabilidad de F para entrar menor o igual a 0,050,
y un criterio de probabilidad de F para salir mayor o igual a 0,100; y se
fueron eliminando, hasta conseguir el modelo predictor con mayor
significacién estadistica, determinado por el ajuste de la recta de
regresion, segun el coeficiente de correlacion de Pearson.

Las variables introducidas fueron, entre las variables continuas, la edad

(expresada en afos), la presion intraocular (expresada en mmHg), la
relacion excavaciéon/papila (expresada en cociente decimal) los valores en
humor acuoso de MDA (expresados en umoles/L), los valores en humor

acuoso de AOXT (expresados en mmoles/L), el indice de masa corporal
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(expresado en kg/m?), y entre la variables categdricas dicotomicas el

sexo, y los factores de riesgo exdgeno y endégeno investigados, que
fueron la presencia de diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipemia,
la presencia de cardiopatia, la obesidad, el consumo habitual de alcohol y
tabaco, la realizacién de actividad fisica y la presencia de ansiedad o
depresion. Las variables categoricas dicotomicas fueron transformadas
internamente por el programa de analisis estadistico empleado, en forma
de variables dummy, para poder realizar el analisis con un procesamiento
correcto.

De acuerdo con los Score test realizados por el programa, el modelo
predictivo para la variable dependiente analizada que mejor coeficiente de
relacion de Pearson presentaba incluia las siguientes variables
predictoras: MDA (en ymoles/L), PIO (en mmHg), AOXT (en mmoles/L),
relacion excavacion/papila (en valores decimales) y depresién, cuyo
coeficiente de Pearson R = 0,934, y en consecuencia el coeficiente de
correlacién R? corregido = 0,868 con un error tipico de la estimacion =
0,182. Por lo tanto, los resultados del analisis de regresion logistica
multiple mostraron que, en nuestra serie, estas 5 variables pueden
predecir con efectividad la presencia de Glaucoma.

Se realizd, asimismo, el contraste F del analisis de varianza (ANOVA) del
modelo predictor de la regresion, que en el presente estudio presenta un

nivel de significacion p < 0,001, como se observa en la siguiente tabla:
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Suma de Media
Modelo F Sig.
cuadrados | cuadratica
Regresion 32,275 8,069 231,307 | <0,001
Residual 5,058 0,035
Total 37,333

Tabla 18. Analisis de varianza (ANOVA) del modelo predictor de la

regresion

Por otra parte, la tabla de coeficientes estimados en el modelo de
regresion ajustado para la variables predictoras del modelo fueron las

siguientes:
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Coeficientes no

Coeficientes

Modelo t Sig.
estandarizados estandarizados
Error Orden
B tip. Beta cero Parcial

(Constante) 2,457 ,134 18,362 ,000
MDA (umoles/L) -,916 ,097 -,490 -9,421 ,000
P10 (mmHg) -,026 ,003 -,284 -7,469 ,000
AOXT (mmoles/L) ,093 ,017 233 5,624 ,000
Relacion

-,309 ,089 -,139 -3,484 ,001
excavacion/papila
Depresion -,139 ,046 -,105 -3,026 ,003

Tabla 19. Coeficientes estimados para la variables predictoras del modelo
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Ofrecemos también la tabla de coeficientes del modelo de regresién de
las variables que no se comportaron como predictoras en el modelo, que

fueron las siguientes:

Error Correlacion Estadisticos de
Modelo Beta In tipico Sig. parcial colinealidad
Tolerancia
Edad ,030(e) ,982 ,328 ,082 ,969
Sexo ,018(e) ,583 ,561 ,049 ,957
Indice de masa
,014(e) ,455 ,650 ,038 ,978
corporal
Obesidad -
-,428 ,669 -,036 ,935
,013(e)
Cardiopatia ,031(e) 1,030 ,305 ,086 ,974
Consumo de alcohol -
-1,166 ,246 -,097 ,899
,037(e)
Consumo de tabaco -
-,443 ,658 -,037 ,992
,013(e)
Actividad fisica ,012(e) ,387 ,699 ,032 ,951
Ansiedad ,050(e) 1,562 ,120 ,130 ,845
Hipertension arterial ,030(e) 1,005 317 ,084 ,980
Dislipemia ,025(e) ,829 ,409 ,069 ,969
Diabetes Mellitus ,009(e) ,303 ,762 ,025 ,955

Tabla 20. Variables que no se comportaron como predictores en el modelo

195




RESULTADOS

La obtencion de los citados coeficientes no estandarizados de la variables
predictoras nos permite formular la siguiente ecuaciéon de regresion para
la variable “subgrupo Glaucoma” frente a “subgrupo Comparativo” en

funcion de las variables explicativas:

Variable dependiente = 2,457 — (0,916 x MDA) — (0,026 x PIO) + (0,093

x AOXT) — (0,309 x relacion excavaciéon/papila) — (0,139 x depresion).

Finalmente, se han estudiado los residuos no tipificados de la regresion,
para comprobar que estos siguen wuna distribucion normal, sin
demostrarse la existencia de autocorrelacién, y cumpliendo la hipétesis

del andlisis de regresion lineal homocedastico (nota: un modelo predictivo presenta

homocedasticidad cuando la varianza del error de la variable endégena se mantiene a lo largo de las

observaciones. En otras palabras, la varianza de los errores es constante). Se ha obtenido que
efectivamente son Normales (p-valor igual a 0.584), como ademas se

puede comprobar en el grafico P-P siguiente.
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Grafco P-P normal de regresion de residuos tipificados

Variable dependiente: casos/controles.
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Fig. 32. Grafico P-P normal de regresién de residuos tipificados
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5. PRESENTACION: SINTESIS DE RESULTADOS

1.

La media de las agudezas visuales fue significativamente
menor en el grupo comparativo que en el grupo Glaucoma,
probablemente en funcién de las presencia de opacidades de

cristalino en los pacientes del grupo catarata.

Las medias de presiones intraoculares y cocientes
excavacion/papila fueron significativamente mayores en el
grupo Glaucoma que en el grupo comparativo, dado que los
pacientes del grupo glaucoma fueron reclutados a partir de
pacientes que iban a ser intervenidos de ésta patologia por

insuficiente control o progresion con tratamientos topicos.

Los indices visuales globales DM y DSM determinados por
perimetria automatizada Humphrey presentan valores medios
significativa diferentes entre el grupo de pacientes con

Glaucoma y el grupo comparativo.

Las medias de los parametros de valoracion del estrés
oxidativo, MDA y AOXT en las muestras de humor acuoso
fueron significativamente diferentes entre los pacientes del

grupo Glaucoma y los pacientes del grupo comparativo.
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5. No se encontraron diferencias significativas entre las medias
del indice de masa corporal entre los pacientes del grupo

Glaucoma y los pacientes del grupo comparativo.

6. Entre los factores de riesgo endégeno y exégeno analizados,
se observa diferencia en la homogeneidad de las muestras
entre los grupos de pacientes con Glaucoma y el grupo
comparativo para la presencia de obesidad (mayor en los
glaucomas que en los comparativos), para la existencia de
consumo de bebidas alcohédlicas (mayor en el grupo control
que en los pacientes con glaucoma), la existencia de
ansiedad (mayor en los pacientes con Glaucoma que en el
grupo comparativo) y la existencia de depresiéon (mayor en
los pacientes con Glaucoma que en el grupo comparativo),
asi mismo hallamos una relacion con la realizacion de
actividad fisica (menor en los pacientes con Glaucoma que

en el grupo comparativo),

7. La presencia de obesidad, ansiedad o de depresion presenta
una razén de riesgo u odds ratio superior entre los pacientes
del grupo con Glaucoma y los pacientes del grupo

comparativo.
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8.

Se detecta una correlacién lineal directa entre los valores de
MDA en humor acuoso y los valores de presion intraocular y
del cociente excavacion/papila, tanto en los pacientes del

grupo Glaucoma como del grupo comparativo.

Se observa una correlacion lineal inversa entre los valores de
AOXT en humor acuoso y los valores de presién intraocular y
del cociente excavacion/papila, tanto en los pacientes del

grupo Glaucoma como del grupo comparativo.

10.Se aprecia una correlacion directa entre el indice de masa

11.

corporal y el cociente excavacién/papila en los pacientes del
grupo con Glaucoma, mientras que en los pacientes del
grupo comparativo se aprecia también una correlacién lineal,

pero en esta caso es inversa.

En el analisis multivariante de la regresion logistica para el
analisis discriminante entre los pacientes del grupo
Glaucoma y del grupo comparativo, las variables que
presentan una mejor capacidad predictora son el MDA, la
PIO, el AOXT la relacion excavacion/papila, y la presencia de

la variable depresion como factor enddgeno.
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1. GENERALIDADES SOBRE EL GLAUCOMA Y EL ESTRES
OXIDATIVO. COMENTARIOS SOBRE EL DISENO DEL ESTUDIO

El glaucoma es una neuropatia 6ptica que cursa con cambios progresivos
en el campo visual y cuyo principal factor de riesgo conocido es el
incremento de la P|O (7/8/13-20.63.64.101.254.268.269) 'F| GPAA se asocia con una
pérdida asintomatica e irreversible de la visidn, y aunque su causa es
desconocida, se sabe que en presencia de PIO elevada se produce de
forma secuencial la muerte de las células ganglionares retinianas por
apoptosis y de las fibras del nervio éptico que en su evolucion provocan la
atrofia Optica glaucomatosa y pérdida definitiva de la visidn
(113.115,118,.270271) ‘Nynca ha existido unanimidad para establecer cual de las
dos lesiones, la estructural o la funcional, puede detectarse primero. Sin
embargo, los especialistas coinciden en general en que el diagndstico
precoz es fundamental para mejorar el prondstico del paciente
glaucomatoso.

Bien es cierto que las ultimas adquisiciones en tecnologia de analisis de
imagenes (OCT) han permitido obtener datos objetivos y cuantificables
del dafio morfolégico, que de cualquier forma elimina la subjetividad y
variabilidad de los métodos anteriormente empleados. Si hablamos desde
el punto de vista funcional, la perimetria computarizada sigue siendo el
método de exploracion de dafio glaucomatoso mas empleado en todo el

mundo. Aunque la exploracion de la papila 6ptica sigue siendo la forma
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mas sencilla de evaluar el dafo al nervio 6ptico, por la gran variabilidad
en la interpretacion y los errores derivados del mismo, la OCT ha
adquirido una importancia fundamental en el seguimiento del paciente con
glaucoma.

No obstante, no se emplean en clinica habitualmente los datos obtenidos
de los analisis bioquimicos para manejar la progresion del glaucoma,
pese a las moléculas que se han relacionado con esta enfermedad a
través de procesos etiopatogénicos tales como inflamacion, citotoxicidad,
apoptosis, dafno vascular, y estrés oxidativo, entre otros. Este hecho se
debe a que los mecanismos celulares y moleculares por los que la HTO
que se produce en el segmento anterior ocular induce un proceso
neurodegenerativo irreductible con dafo a las estructuras nobles del
segmento posterior ocular y de la via éptica, estan aun sin elucidar. Por
tanto, este ha sido uno de los objetivos de nuestro estudio, encontrar
factores de riesgo que puedan monitorizar la progresion del glaucoma
mediante la utilizacion de biomarcadores aplicables de forma sencilla en
la clinica diaria.

Como hemos comentado, existen evidencias en la literatura cientifica de
la conexion entre estrés oxidativo y GPAA (1561581621649 " gahemos que el
estrés oxidativo provoca dafo a biomoléculas, principalmente a los
lipidos, acidos nucleicos y proteinas. Nuestro grupo de investigacién ha

trabajado durante los ultimos 12 afios en este tema, demostrando el
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aumento de metabolitos de la peroxidacion lipidica y disminucién de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y enzimas del sistema glutation, y de la
actividad antioxidante total en los humores acuosos de pacientes con
GPAA, respecto a los sujetos del grupo comparativo 527272279 " Otros
autores han demostrado el dafio oxidativo a ADN en el curso del
glaucoma, mediante la determinacion del incremento de la 8-hidroxi-2-

deoxiguanosina #7?

. Ademas, el dafno oxidativo a proteinas tiene una
quimica compleja. Los sistemas formadores de EROx, como los de
ClyFe/acido ascorbico, el de xantina/xantina oxidasa y el H,O,, provocan
la aparicibn de numerosos grupos carbonilo y otras alteraciones en
diferentes proteinas, y aunque los mecanismos difieren en cada uno de
estos sistemas, también pueden variar en razon del tipo de proteina
afectada. De hecho, a partir de las proteinas danadas se generan
productos intermedios como los hidroperéxidos proteicos que son
relativamente estables y pueden generar nuevas EROx al reaccionar con
metales de transicién. Por ejemplo, en cristalinos opacificados se ha visto
la menor actividad quimotriptica de los proteosomas, lo que puede
ocasionar la acumulacién de proteinas alteradas que se han descrito en el

cristalino en relacion a la edad %%

). Existen diversos métodos para
determinacion de las proteinas oxidadas, entre los que cabe destacar la

medida de las proteinas carboniladas, generadas por la oxidacion de
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muchas cadenas laterales de aminoacidos. Este es el marcador de
oxidacion proteica severa mas utilizado.

Por otro lado, avalando la hipdtesis del dafno oxidativo en pacientes
glaucomatosos estan las descripciones de un aumento a la resistencia de
la salida del humor acuoso de la camara anterior en presencia de altos
niveles de HyO,, la intensa actividad antioxidante detectada en la malla
trabecular, el incremento de actividad de la SOD y GSHPx en humor
acuoso de los pacientes con glaucoma y las lesiones que induce el estrés
oxidativo sobre la malla trabecular %®?.

Como hemos comentado anteriormente, ademas de los peroxidos,
también se sabe que los isoprostanos, productos de la accion de
lipoperoxidacion catalitica de los EROx sobre el acido araquidonico,
pueden afectar la neurotransmision sinaptica en los tejidos del segmento
anterior ocular. En la actualidad la determinacion de los F2 isoprostanos
(debido a su estabilidad) se considera uno de los mejores métodos para
determinar el estrés oxidativo mediante espectrometria de masas, aunque
también se realizan determinaciones mediante ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Los F2 Isoprostanos son
compuestos que contienen un anillo F prostano (de tipo F2
prostaglandinas) y se forman a partir de EROx por reacciones no
enzimaticas. De hecho, se produce la peroxidacion de acido araquiddnico

esterificado y se secreta en la circulacion. Después actuan las
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fosfolipasas antes de eliminarse en orina como isoprostanos libres. Su
vida media es muy corta y son antagonistas de prostaglandinas %,

Se ha descrito que también se liberan EROx en los procesos donde
ocurre activacion de polimorfonucleares. Estos liberan distintos tipos de
EROx que interactian con las pro-metaloproteinasas de la matriz
extracelular activandolas y produciendo el dafio celular y tisular ?®*). De
esta informacion se deduce que la remodelacion de la matriz extracelular
de la malla trabecular se correlaciona con el aumento de la PIO, aunque
este proceso parece ser controlado de manera exdégena por los
antioxidantes hidrosolubles como el GSH, al haberse identificado
presencia de este tripéptido y de sus enzimas relacionadas en iris, cuerpo
ciliar y malla trabecular.

Ademas de los antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GSHPx, etc.) hay
que considerar la importancia de los antioxidantes que pueden aportarse
de forma exdégena, como las vitaminas y minerales que ingerimos con

nuestros alimentos %9,

En los ultimos afios han aparecido distintos
trabajos en relacién a la nutricion y su influencia en el desarrollo y
progresion del glaucoma. Ademas de los estudios observacionales e
intervencionistas sobre el tema, en una revisién acerca de las vitaminas y
minerales, carotenoides y acidos grasos esenciales en relacion con la

salud ocular realizada por Brown y cols., en la Universidad de Oxford (UK)

se confirma que las vitaminas A, C y E tienen un efecto protector sobre el
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dafio oxidativo del cristalino ®). Estudios epidemioldgicos llevados a

287) sostienen que el consumo de frutas y verduras

cabo por West y Oren
que contengan nutrientes como las vitaminas C, E vy diversos
carotenoides esta inversamente relacionado con el riesgo de padecer
cataratas. De cualquier forma, hay que tener en cuenta que dichos
estudios estaban basados en la observacion del consumo, y de hecho no
pudieron probar que la ingesta de estos alimentos en la dieta pueda
realmente prevenir las cataratas. Respecto al glaucoma, hay grupos de
investigacion en todo el mundo que han relacionado la dieta y la
suplementacion nutricional con el curso del glaucoma (2882%0)

Es dificil, desde el punto de vista molecular abordar el papel de la
nutricidn en el manejo del paciente con GPAA. Ramdas et al. %V
demostraron que una dieta con una baja ingesta de antioxidantes, en
particular retinol y vitamina B1, se asociaba con un elevado riesgo de

padecer el glaucoma. Coleman et al., (®

evaluaron el riesgo de
progresion del glaucoma (por analisis de fotografias del disco 6ptico y el
campo visual) en 95 mujeres diagnosticadas entre los 1.155 participantes
del estudio de fracturas osteoporoticas, a las que se estudiaba la
influencia del consumo de frutas y verduras. El estudio mostré una menor
progresion del glaucoma en las mujeres que consumian frecuentemente

zanahorias, repollo, verduras de hoja verde y albaricoques, frente a las

que no lo hicieron. Estos resultados son realmente interesantes y apoyan
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el interés de la nutricion y el sistema de defensa antioxidante en el
glaucoma. Otro estudio analizé la relacion entre el consumo de grasa de
la dieta y el GPAA, incluyendo 76.199 mujeres del Estudio de Salud de los
Estados Unidos en las enfermeras, y 40.306 hombres escogidos entre los

Profesionales de la Salud ©%?

concluyendo que el aumento de la
proporcion de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) w-3/w-6 parece
aumentar el riesgo de GPAA.

Nuestro grupo investigador ha estudiado la actividad de los enzimas
transportadores de vitaminas antioxidantes en los pacientes con GPAA
(293-294) ~ 7Zanon-Moreno et al., propusieron que los factores genéticos
pueden desempenar una funcion esencial en el efecto de la ingesta de
antioxidantes procedentes de la dieta, sobre el glaucoma. Estudiaron en
primer lugar la asociacion entre polimorfismos en proteinas
transportadoras clave de las vitaminas Ay Cy el GPAA. Incluyeron a 300
sujetos (150 casos con GPAA y 150 controles) de una poblacién
mediterranea para determinarles las concentraciones plasmaticas de las
vitaminas C y A y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en
genes relacionados con estas concentraciones de vitaminas: rs176990 y
rs190910 en el gen 1 de la proteina de unién al retinol (RBP1); y
rs10063949 y rs1279683 en los genes 1 y 2 de transportadores de acido

L-ascérbico Na+ dependientes, respectivamente genes SLC23A1 vy

SLC23A2). Los sujetos del grupo GPAA tenian concentraciones
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significativamente mas bajas de vitamina C en plasma que los controles
en asociacion con los SNPs asociados a los genes que coficican para los
transportadores de dicha vitamina. EI mismo grupo analizé la asociacion
de polimorfismos en genes relacionados con vitamina E, vitamina C vy
GSHPx con biomarcadores séricos y el riesgo del GPAA. En este estudio
se seleccionaron 250 casos y 250 controles con GPAA también de una
poblacion mediterranea. Pacientes con GPAA tenian valores plasmaticos
significativamente inferiores de la vitamina E (p<0,001) y la vitamina C
(p <0,001) que los sujetos control. Sin embargo, se encontrd una actividad
en plasma significativamente mayor de la enzima GPx en sujetos con
GPAA respecto a los controles (p<0,001). También se analizaron los
polimorfismos rs1279683 en el gen 2 del transportador de acido L-
ascorbico dependiente de Na+ (SLC23A2), rs6994076 en el gen de la
proteina de transferencia de alfa tocoferol (TTPA), rs737723 en el gen de
la proteina asociada a tocoferol (SEC14L2/TAP) gen, y rs757228 en el
gen de la glutation peroxidasa 4 (GPX4). También se analiz6 la expresién
del gen SLC23A2 en una submuestra. Los resultados muestras un
aumento del riesgo de GPAA asociado al polimorfismo rs1279683 vy
también al polimorfismo rs737723. Asi mismo, los resultados también
sugieren una interaccion gen-gen entre ambos polimorfismos que

aumenta considerablemente el riesgo de desarrollar el GPAA.
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Teniendo en cuenta que en ciertos aspectos aun existe polémica
alrededor de la teoria del estrés oxidativo en el desarrollo y progresion de
las enfermedades croénicas, y quedan por resolver muchas cuestiones
sobre todo en relacion a la secuencia de hechos que implica el momento
en el que la formacion de EROx altera el equilibrio entre las fuerzas pro-
oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras y comienza la reaccién
en cadena y el dafo celular y tisular en el GPAA, hemos disefiado este
proyecto de tesis doctoral con el objetivo principal de analizar la presencia
de biomarcadores de estrés oxidativo, cuantificando la concentracion de
MDA/TBARS vy el estado antioxidante total en el humor acuoso de una
poblacién de pacientes con GPAA y comparar con los resultados
obtenidos de un grupo de sujetos no glaucomatosos intervenidos de
cataratas no complicadas (considerado como grupo comparativo).

Esta investigacion se ha disefiado como un estudio, observacional,
transversal, analitico y no experimental de casos y controles incluyendo
un grupo de pacientes diagnosticados de GPAA y un grupo comparativo
(que no control sano) constituido por pacientes con cataratas no
patolégicas (GC). Ambos grupos de participantes se eligieron por
ajustarse a los criterios de inclusion y exclusion definidos en el apartado
Material y Métodos y precisar cirugia por causa de su enfermedad ocular
(glaucoma vs cataratas), ya que pretendemos encontrar nuevos factores

de riesgo para el glaucoma, y por tanto uno de nuestros objetivos ha sido
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la identificacion de biomarcadores de estrés oxidativo en el humor
acuoso, que loégicamente no se puede extraer en pacientes sanos por
cuestiones éticas. Nuestro objetivo principal ha sido identificar nuevos
factores de riesgo para la progresion del glaucoma, para poderlos
introducir como biomarcadores aplicables en la practica oftalmoldgica y
mejorar el seguimiento del paciente glaucomatoso.

Para conseguir unificar todos estos criterios, y facilitar la lectura de este
apartado de discusion, sera estructurado de la misma forma en la que se
presentan los datos en la seccion de resultados, tal como aparecen a

continuacion.

2. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

Como hemos comentado, los participantes en el estudio se han
seleccionado entre los asistentes a las consultas de Glaucoma del
hospital de referencia (Hospital San Juan de Dios, Consorcio sanitario
publico del Aljarafe), y se fueron incluyendo de forma sucesiva, segun se
ajustasen o no a los criterios establecidos de inclusion y exclusion.
Después se realizo la seleccion depurando todos los factores establecidos
como esenciales para el reclutamiento. Como hemos comentado, la
imposibilidad de obtener un grupo control puro que nos permitiera
procesar el humor acuoso frente al grupo experimental, nos ha hecho

utilizar el grupo comparativo de pacientes programados para cirugia de
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cataratas no complicadas como tal. Debido a que también se ha
demostrado la presencia de estrés oxidativo en relacion a las cataratas
(280.281) ' se han realizado todos los procesamientos en paralelo para evitar
incluir factores de confusién, al menos todos los que se pueden controlar,
con el fin de analizar diferencias entre grupos con mayores garantias para
nuestros resultados.

Hemos manejado una muestra de 175 participantes, distribuidos en 88
con GPAA y 87 pertenecientes al GC. Es conveniente comentar que al
segmentar la muestra por subgrupos de acuerdo con el género, el GG
esta constituido por 45 hombres y 43 mujeres, y el GC por 29 hombres y
58 mujeres. Pese a diferencias en numero de participantes en cada uno
de los grupos, las edades presentaban distribuciones homogéneas en el
GG, y algo menos en el GC, lo que ha sido un punto positivo para
nuestro estudio. Con esto hemos intentado evitar las diferencias que
podrian derivarse de incluir pacientes muy mayores o muy jévenes, que
podrian alterar los resultados de las determinaciones de estrés oxidativo,
como se deduce del hecho de que el GPAA es una enfermedad ligada al

194159 1o que “per sé” ya es un inductor de la formacién

envejecimiento
de EROx (#2729  Nuestra muestra, sin contar con un numero
excepcionalmente grande de participantes, se asemeja a las cifras de la
muestra de participantes que han utilizado muchos autores sobre el tema

prOpueStO (3,7,13,14,15,17,18,20,21,34,35,40,41)
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Los grandes estudios sobre glaucoma, como el “Estudio del tratamiento
de la hipertension ocular” (Ocular hypertension treatment study: OHTS),
con 1636 pacientes) ®?, “El ensayo sobre las manifestaciones precoces
del glaucoma” (Early Manifest Glaucoma Trial, EMGT) con 255 pacientes
(47.29) ~“E| estudio intervencionista sobre el glaucoma avanzado” (The
Advanced Glaucoma Intervention Study; AGIS) con 591 pacientes *°7, “El
estudio colaborativo sobre el tratamiento inicial del glaucoma” (The
Collaborative Initial Glaucoma Treatment Study; CIGTS) que incluia 607
pacientes ?%® o los estudios poblacionales como “El Estudio ocular
Beaver Dam” (The Beaver Dam Eye Study; BDES) ('82%) “E| Estudio

) (46,300)

ocular de Barbados” (Barbados eye study:BES , 0 “El estudio

ocular Los Angeles-Latino” (Los Angeles-Latino eye study; LALES) (19301
y “El estudio italiano de Ponza” (The Ponza eye study) % reclutaron un
nuamero elevado de participantes, pero no todos distinguen entre los
resultados obtenidos de hombres o mujeres. Con ese objetivo se disefio
“El Estudio canadiense sobre glaucoma (The Canadian Glaucoma Study:
CGS), que es un estudio longitudinal prospectivo multicéntrico en el que
intervinieron 258 pacientes (131 hombres y 127 mujeres, de edad media
65 anos) y encontraron que los niveles anormales de atc anticardiolipina,
mayor edad al comienzo, sexo femenino, y mayor PIO media al

seguimiento estaban asociados a progresion del glaucoma ©%.
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En lo referente a la predisposicion en razén de sexo la opinién de los
diferentes autores no es unanime, si bien la mayoria coincide en que
ninguno de los sexos esta especialmente predispuesto a desarrollar
GPAA. Sin embargo, otros tipos de glaucoma son reconocidamente mas
frecuentes en mujeres, como en el caso del glaucoma de angulo cerrado
que se presenta en una proporcion de alrededor de 4:1.

En general, en la mayoria de las series revisadas sobre glaucoma, los
autores consideran que existen diferencias raciales y étnicas para
padecerlo e incluso segun los diferentes tipos de Glaucoma
(18:4146.54.55304) 'En un interesante analisis bayesiano llevado a cabo por
Tham et al @) sobre 50 estudios poblacionales con 3.770 casos de
GPAA entre 140.496 individuos, se describe que la prevalencia mundial
para la poblacién de 40- 80 afios es de 3.54%, y que la prevalencia de
GPAA es mayor en Africa (mientras que el glaucoma de angulo cerrado
predomina en Asia). Estos autores estiman que en esta franja etaria, el
numero de glaucomatosos en todo el mundo sera de 76 millones en 2020
y 111,8 millones en 2040. De acuerdo con el modelo de mega-regresiéon
bayesiana, los hombres eran mas propensos desarrollar GPAA que las
mujeres. Tras ajustar por edad, sexo, tipo de vivienda, y el afio en que se
realizd el estudio, los de ascendencia africana eran mas propensos a
desarrollar GPAA que los de europea, y ademas los que viven en zonas

urbanas eran mas propensos que los de zonas rurales. En otra
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publicacion similar de meta-analisis bayesiano incluyendo 46 estudios y
103.567 participantes entre los que habia 2509 casos de GPAA, tras
ajustes por edad, raza, afno de publicacion del estudio y métodos de
investigacion, se demostré que los hombres estaban 1.37 veces (95%
intervalo de confianza, 1.22 a 1.53) mas predispuestos a tener GPAA que
las mujeres. Y este estudio también concluyé que la prevalencia del
GPAA fue 1/3 menor en estudios donde no se hacian campos visuales de
control y usaron la IOP como el criterio de definir el glaucoma ©%. Y
también Cedrone et al., sobre 56 estudios publicados sobre el tema ©°")
afirma que la prevalencia del glaucoma es mayor en mujeres y en ambos
géneros cuando aumenta la edad.

Pese a todo, los resultados de nuestro estudio no nos permiten concluir
que el GPAA sea mas prevalente en uno y otro sexo ya que la muestra no
es grande y ademas la diferencia de la muestra de participantes entre
mujeres y hombres en el grupo de sujetos con GPAA solo es de un 2,2%
(51,1% hombres vs 48,9% mujeres). Ademas, la raza predominante de
estos participantes era la caucasica, como lo es en el area mediterranea
estudiada, por lo que es obvio que no se pueden realizar comparaciones
con otras etnias.

Nuestra muestra de glaucomatosos se subdividi6 de acuerdo con la
(308)

clasificacion en estadios de severidad de Hodapp-Parrish-Anderson

distribuyéndose de la siguiente manera: 5,7% en estadio I, 36,4% en
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estadio I, 26,1% en estadio lll y 32% en estadio IV. De acuerdo con esta
subdivision podemos apreciar que el 42,1% de nuestros participantes
padecia un glaucoma leve-moderado, mientras que el 58% restante se
encontraba en un estadio avanzado-severo de la progresion de su
enfermedad glaucomatosa. Este ultimo dato, ademas también esta
relacionado con la duracion del GPAA, que por término medio era de 9
afos de padecimiento de la enfermedad en los pacientes del presente
estudio.

Otro dato interesante derivado de nuestro estudio, es la cifra media del
espesor corneal central que fue en el GG de 535 micras, frente a 536
micras que presentaban los individuos del GC. Obviamente esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. Alias et al., ©%
seleccionaron de forma prospectiva y consecutiva 61 ojos normales, 131
ojos con hipertension intraocular, 62 sospechosos de glaucoma por la
morfologia papilar y 36 glaucomas pre-perimétricos (perimetria
automatizada de longitud de onda corta alterada) y trazando los
diagramas de dispersion para el espesor corneal central y la PIO
encontraron que los sujetos con HTO presentaron en la paquimetria
valores significativamente mas altos que el GC (p=0,009). Por el contrario
no se encontraron diferencias significativas del espesor corneal central
entre los pacientes normales y los glaucomas pre-perimétricos. Estos

autores concluyen que la HTO cursa con cérneas mas gruesas que el
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resto de los grupos estudiados y que los sospechosos de glaucoma y los
glaucomas pre-perimétricos tenian espesores corneales similares al grupo
control.

En cuanto a las caracteristicas del tratamiento médico y quirurgico de los
pacientes con GPAA, dos colirios era la media de tratamiento hipotensor
que precisaban los pacientes, y los procedimientos quirdrgicos mas
empleados fueron la EPNP (62,5%) y la trabeculectomia (37,5%), las dos
técnicas que mas frecuentemente se utilizan en todo el mundo para
cirugia anti-glaucomatosa, como demuestra un estudio comparativo entre
las técnicas quirdrgicas clasicas y las mas actuales ©'9.

Todos los participantes del GC fueron intervenidos mediante
facoemulsificaciéon e implante de lente intraocular, en una cirugia no

complicada en ninguno de los casos. Los sujetos incluidos como grupo

comparativo no padecian HTO ni neuropatia éptica glaucomatosa.

3. ESTADISTICA DESCRIPTIVA BASICA

En este apartado se exponen las caracteristicas de la comparacion de
medias entre las variables estudiadas en los dos grupos de participantes
en el estudio.

Comenzamos por los datos de la exploracion oftalmoldégica.

El promedio de la variable agudeza visual fue en GG de 0,4 y en el GC de

0,2. No podemos afirmar que este dato tenga relevancia para nuestro
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estudio sobre las caracteristicas de los pacientes con GPAA, ya que los
individuos del GC padecian cataratas y por lo tanto era esperable una
disminucion ostensible de la vision.

La cifra media de PIO fue de 25 mm de Hg en el GG vs 17 mm de Hg en
el GC, y la diferencia fue estadisticamente significativa entre grupos, lo
que era de esperar, puesto que la PIO elevada en el GG se explica por la
necesidad de incluir los pacientes en programacién quirurgica para el
glaucoma, en los que a pesar del tratamiento médico 6ptimo, no se
consiguio un control satisfactorio de la misma.

También el cociente E/P mostré cifras medias de 0,6 en el ojo intervenido
de los pacientes glaucomatosos, frente a 0,1-0,2 del ojo intervenido de los
sujetos con cataratas, lo que era légico ya que los sujetos sanos no
padecian neuropatia 6ptica glaucomatosa y por tanto la E/P no era de
forma alguna un parametro valorable para la comparacion entre grupos.
En cuanto a los parametros del campo visual hemos comparado los dos
grupos de estudio, y los datos fueron los que se cabia esperar, y similares
a las descripciones correspondientes a campos visuales patoldgicos en el
curso del glaucoma (7.29) " Sj analizamos los datos por separado, respecto
al parametro de la DM éste fue significativamente superior en los
pacientes del GG frente a los individuos del Grupo Catarata (-17,39 £ 7,80
dB vs -555 = 3,36 dB; p < 0,001; test t de Student de datos

independientes), y respecto a la DSM, este dato fue significativamente
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mayor en el GG frente al GC (8,71 £ 2,94 dB vs 2,03 + 0,66 dB; p < 0,001;
test t de Student de datos independientes). En este punto debemos
recordar que mas de la mitad de los pacientes con glaucoma del presente
estudio estaban clasificados como GPAA en estadio avanzado, de
acuerdo con los criterios de severidad del glaucoma de Hodapp-Parrish-

n %) Este dato también era esperable, ya que es uno de los

Anderso
criterios para programar la cirugia antiglaucomatosa, como en el caso de
los pacientes del GG incluidos en este estudio. Y aqui debemos enfatizar
que en estos pacientes el criterio quiruargico fue: 1) presentar un glaucoma
de larga duracion, 2) que no estaba bien controlado con la medicacién
hipotensora o que esta era igual o superior a tres farmacos, 3) que el
campo visual hubiese empeorado, y 4) que hubiera dudas razonables
sobre el cumplimiento (voluntario/involuntario) de la medicacién prescrita.

Continuaremos revisando este apartado en relacion a los datos
antropométricos. De hecho, los valores de la variable IMC en los
glaucomatosos fue muy similar a los correspondientes al GC. Sin
embargo el peso de los participantes en este estudio fue superior en el
GG que en el GC. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la
obesidad como el IMC igual o mayor de 30 kg/m? y el sobrepeso como

311 Ademas,

aquellos individuos que tienen entre 25 kg/m? y 29.9 kg/m? ¢
Cheung y Wong, ©'® en un estudio de revision sobre la influencia de la

obesidad en las enfermedades oculares, afirman que la obesidad esta
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asociada con aumento de la PIO, pero no existen datos para sostener una
asociaciéon directa entre obesidad y neuropatia 6ptica glaucomatosa. En
nuestro estudio tampoco hemos establecido las causas por las que el
sobrepeso puede influir en el GPAA, no obstante podemos hipotetizar que
la alteracion general del metabolismo y su frecuente asociacion con
trastornos nutricionales y falta de ejercicio fisico puede provocar
anomalias generales, y por ello pensamos que también puede repercutir
en la homeostasis del humor acuoso favoreciendo el incremento de PIO.
Se necesitan mas estudios y con muestras mayores para alcanzar
resultados definitivos en relacién al glaucoma, dada la influencia del
sobrepeso en la salud en general. Este tema es de fuerte actualidad,
debido a que cada vez existen mas personas con sobrepeso (incluyendo
los nifios y adolescentes) constituyendo un problema sociosanitario en los
paises desarrollados. En este contexto, una publicacion reciente de

Pacheco-Cervera et al., ¢'®

asevera que los nifios con obesidad mérbida
presentan una reduccion significativa del espesor de la capa retiniana de
fibras del nervio éptico a la exploracion mediante OCT y que este
parametro esta relacionado con los biomarcadores de obesidad y estrés
oxidativo en sangre.

Vamos a comentar a continuacion los parametros obtenidos de los

analisis hematologicos de los participantes en nuestro estudio. Los

valores relacionados con el estado REDOX, obtenidos en humor acuoso
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de los metabolitos intermedios de la peroxidacion lipidica (MDA/TBARS)
mostraron cifras significativamente superiores en el GG que en el GC.
Ademas, las cifras relacionadas con la actividad antioxidante mostraron
que los pacientes con GPAA tenian una disminucion significativa de
AOXT frente a los del GC. Estos datos indican de forma inequivoca que
en el humor acuoso de los glaucomatosos existe estrés oxidativo (mayor
presencia de oxidantes y menor actividad de las defensas antioxidantes),
y que este puede medirse por la técnica utilizada en este estudio, las
determinaciones enzimatico-colorimétricas. Otros trabajos similares han

162-164) yescribieron una

llegado también a esta conclusién. Ferreira et al., ¢
disminucién significativa de los valores de antioxidantes y aumento de
actividad de SOD y GSHPx en pacientes con glaucoma. Tras estos
trabajos surgieron varios grupos que investigaban la funcion del estrés
oxidativo en el glaucoma, con resultados dispares '3 Y también
nuestro grupo de investigacién ha estudiado los procesos implicados en la
produccion de especies reactivas del oxigeno y de la actividad de los

25,27,294)_ Osborne et al.,

mecanismos de defensa antioxidante en el GPAA
sugiere que las mitocondrias enferman en el curso del glaucoma, y que
como consecuencia generan una mayor cantidad de EROx induciendo el

estrés mitocondrial ©™

). En una revisién reciente Pinazo-Duran et al.,
sostiene que la disfuncion mitocondrial tiene una funcion relevante como

fuente de formacion de EROX @19,
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Mencién aparte merece el tema de los suplementos orales con
antioxidantes para el glaucoma. Las combinaciones de vitaminas
antioxidantes (A, C, E), metales participantes en las reacciones redox
(manganeso, selenio, zinc) o la incorporacion de diversos oligoelementos
y acidos grasos poliinsaturados (AGPIl) omega 3 (docosahexaendico -
DHA-, eicosapentaendico -EPA-) que forman parte de los suplementos
son muy variadas. Casi todos se basan en las formulaciones AREDS-1 y
AREDS-2 #20321) gjn ser tan numerosos como los que se han ensayado
en otras patologias oculares (DMAE, retinopatia diabética, ojo seco, etc),
la suplementacién con vitaminas antioxidantes, y/o AGPlI omega 3 ha
demostrado resultados contradictorios segun los diferentes estudios

llevados a cabo en todo el mundo 22339,

4. FACTORES DE RIESGO ENDOGENOS Y EXOGENOS

Entre los principales factores de riesgo conocidos para el desarrollo del
GPAA estan: el aumento de la PIO, los antecedentes familiares de
glaucoma, los mayores de 40 afios, miopia, tratamiento con corticoides de
forma prolongada, hipertension arterial, diabetes mellitus y traumatismos
oculares o cirugia ocular previa (820:21:3442:44.38.64.115336-340) Ng obstante
otras muchas causas se han analizado en relacion al GPAA, entre ellas la
insuficiencia cardiovascular, enfermedad pulmonar obstructiva croénica,

apnea del suefio, migrafia, obesidad, alteracién emocional, etc. 41349,
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Los resultados siempre difieren en cuanto al establecimiento de la
relacion entre el factor causal y el desarrollo o progresion del glaucoma,
por lo que este tema aun estad por concluir, y nuestro interés radica
precisamente en intentar establecer la relacién entre algunos de estos
factores y encontrar biomarcadores que también estén relacionados con
los mismos con el fin de proponer mediante la evidencia cientifica su
utilizacién en clinica para mejorar el seguimiento de los pacientes con
glaucoma.

Revisando los factores de riesgo conocidos para el glaucoma, varios de
ellos han sido también confirmados como tales en el transcurso de este
estudio. Vamos a volver a comentar los mas importantes a continuacion.
Comenzando por el factor “riesgo vascular”, se sabe que las alteraciones
en el riesgo sanguineo pueden condicionar la viabilidad del nervio 6ptico y
su susceptibilidad al dafo glaucomatoso. Diversos autores demuestran
que los trastornos de la perfusion sanguinea influyen directamente en la
progresion del glaucoma, sobresaliendo la aportacion de Martinez y

346 sobre las exploraciones con doppler de la circulacion

Sanchez-Salorio ¢
ocular en pacientes glaucomatosos. Dichos autores incluyeron 49 ojos de
glaucomatosos para evaluar el examen Doppler color de la arteria
oftalmica y las arterias ciliares cortas posteriores en el prondstico de la

progresion del GPAA, en un seguimiento a 36 meses. Concluyeron que

en aquellos pacientes con PIO elevada, el analisis de imagenes Doppler-
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color puede predecir la progresion campimétrica, actuando como
coadyuvante del manejo de los pacientes con glaucoma. Cuando
analizamos nuestra serie de participantes, no incluimos esta prueba,
aunque analizamos las cifras de presion arterial, apreciando que no
existian diferencias entre grupos respecto al riesgo de padecer glaucoma
o progresar en la enfermedad glaucomatosa como consecuencia de tener
hipertension.

Lo mismo ocurrié cuando se analizé la variable categérica “dislipemia”, sin
poder llegar a datos conclusivos.

Ademas, no hemos encontrado relacién entre la “DM y el glaucoma” en la
muestra estudiada. En este sentido cabe recordar que el OHTS (22)
plantea que padecer la DM no constituye un factor de riesgo para la
progresion de HTO a glaucoma, e incluso se postula que el desarrollo de
RD, se comporta como un factor protector en estos casos. En nuestra
opinion, pese a la falta de conclusion de los resultados de nuestro estudio,
creemos que la DM puede incrementar la vulnerabilidad del nervio Optico
y comprometer no solo la nutricién de los axones y el flujo axoplasmico,
induciendo una microneuropatia Optica vascular, sino también el
desarrollo de la propia microangiopatia a nivel retiniano. Y sobre este

particular, precisariamos realizar estudios concretos en diabéticos

glaucomatosos para poder alcanzar resultados objetivables, igualmente
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en grupos mayores de hipertensos glaucomatosos, como comentabamos
anteriormente.

En el analisis de los datos correspondientes a padecer “enfermedad
cardiovascular” hemos podido observar que este dato no representa un
factor de riesgo adicional frente al glaucoma, en los participantes de
nuestra muestra. Sin embargo, en una revisibn muy interesante de
Belzunce y Casellas ®*") sobre los factores de riesgo vascular en el
GPAA, en 50 pacientes ingresados por cualquier causa que tuvieran
GPAA y 50 pacientes ingresados y no glaucomatosos, llegando a la
conclusién de que el glaucoma estd asociado con la enfermedad
cerebrovascular y con las variaciones de la presion arterial (bien sea por
hiper/hipotension). Estos autores enfatizan que las enfermedades del
sistema respiratorio (neumonia y EPOC) y del sistema circulatorio
(insuficiencia cardiaca congestiva—ICC— y cardiopatia isquémica) son la
causa de morbilidad mas prevalente en este grupo, recordando que en el
tratamiento médico del glaucoma, uno de los farmacos mas utilizados son
los betabloqueantes que precisamente se hallan contraindicados en
pacientes con EPOC e ICC. Esta misma publicaciéon también refleja que
otros factores como la migrana, la cardiopatia isquémica y la diabetes
aunque parecen ser factores de riesgo no presentan asociaciéon
estadisticamente significativa para la muestra estudiada en relacion al

GPAA. Por nuestra parte, pensamos pues, que quizas los criterios
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estrictos de exclusion de los participantes en nuestro estudio pudo haber
influido en los resultados obtenidos, descartando que la presencia de
hipertension arterial, diabetes mellitus y/o enfermedad cardiovascular
estuvieran relacionados con el GPAA. Otros autores también enumeran
diversas causas de riesgo vascular en relacibn al glaucoma
(46,60,62,63,65,348).

Y en relacién a “los habitos tabaquico y alcohdlico” de los participantes en
el estudio, tampoco se han recogido datos que hicieran pensar que
podrian ser factores de riesgo adicional para el glaucoma. Sin embargo,

349 ytilizando los pacientes del estudio de las enfermeras de

Khang et al., |
USA (77.157 mujeres) y del estudio de los profesionales de sanidad de
USA (42.773 hombres) y una base de datos que confirmaba pacientes
con GPAA y dano en campo visual paracentral (n=440) y periférico
(n=865) describieron que el IMC estaba mas inversamente asociado con
la pérdida de CV paracentral que periférico (por cada 10 kg/m2; hazard
ratio [HR]=0.67 [95% int. confianza [CI]: 0.52, 0.86] vs. HR=0.93 [95% CI:
0.78, 1.10]; P-het=0.03) igualmente ocurrié para el habito tabaquico (por
cada 10 afios de fumar al menos 1 cajetilla diaria; HR=0.92 [95% CI: 0.87,
0.98] vs. HR=0.98 [95% CI: 0.94, 1.01]; P-het=0.09). Ademas el trabajo
de Chirotoroiu et al., ®*® demuestra que la progresion del glaucoma esta

fuertemente influida por el consumo de tabaco mas que por el alcohol,

concluyendo que ambos toxicos suponen un riesgo elevado para la
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progresion del glaucoma. Nuestro grupo de investigacion también afirma
que las mujeres de la tercera edad fumadoras tienen mayor riesgo de
progresion del glaucoma que las no fumadoras o las ex fumadoras,
resaltando que los biomarcadores relacionados con inflamacion/respuesta
inmune y con apoptosis estaban significativamente aumentados en
plasma de estas fumadoras que en el resto de participantes en el
mencionado estudio V.,

Sin embargo, si que encontramos una relacion interesante cuando
analizamos la realizacion de “ejercicio fisico” y el GPAA en nuestra
muestra, demostrando nuestros datos que la inactividad fisica (o el
sedentarismo) era significativamente mayores en los glaucomatosos que
en los sujetos del GC. Este dato refuerza muchos estudios desarrollados
en los ultimos afos sobre la influencia del estilo de vida en la progresién
del GPAA, entre ellos algunos que demuestran reducciones muy notables
de la PIO en pacientes sedentarios tras realizar ejercicio fisico reglado
(52.53,78.79.352-3%4) ' Ademas, un estudio de la Universidad de Cambridge en
Inglaterra, demuestra que realizando una encuesta validada y dando a
conocer a los pacientes glaucomatosos su propio estado de salud es
fundamental para que se beneficien de este particular, puesto que se dan
cuenta de las deficiencias o excesos que realizan en su vida habitual %% .

En cuanto a “la miopia” como factor de riesgo para el glaucoma, por

nuestra parte consideramos mas complicado el diagnéstico y seguimiento
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del paciente con glaucoma en estos casos. Existen estudios de
prevalencia de GPAA en pacientes miopes que plantean un riesgo hasta

(505166) |5 que puede estar

cinco veces mayor de padecer el glaucoma
influido por el hecho de que estos pacientes son controlados
oftalmolégicamente de forma mas frecuente que los amétropes y por ello
es mas facil que se pueda diagnosticar un cambio de PIO o anomalias
glaucomatosas en estos miopes. No obstante, la relacion exacta entre
ambas entidades no esta clara. Se sugieren hipotesis sobre anatomia del
nervio optico y una patogenia comun (alteraciones del tejido colageno y
de la matriz extracelular). Pensamos que los resultados obtenidos en
relacion a la miopia y el glaucoma, pueden haber estado influidos por el
tamafno muestral.

El analisis de la relacién entre “el estado emocional” y el glaucoma
precisa una atencién especial, segun nuestra opinién. Las variables
categoricas que relacionan el estado emocional (ansiedad y/o depresion)
de los participantes en nuestro estudio, se han analizado en relacion a la
presentacion o progresion del GPAA. Segun los datos obtenidos podemos
afirmar que la presencia del estado de ansiedad en el paciente
glaucomatoso es un factor de riesgo para progresiéon de la enfermedad,
como también lo es la depresion. Teniendo en cuenta la prevalencia y

efectos colaterales que ejercen sobre los pacientes tanto la ansiedad

como la depresion, y considerando que estos pacientes tiene una
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sobrecarga emocional derivada de la enfermedad glaucomatosa y la
incertidumbre ante la conservacion de su visidn, creemos que la
alteracién del estado psicologico de los pacientes glaucomatosos puede
interferir en el cumplimiento de las visitas médicas, del tratamiento
prescrito y por ello adicionalmente contribuir al empeoramiento del

proceso (3953%9),

Por ello, el estado emocional de los pacientes con
glaucoma debe ser considerado en la anamnesis y tenido en cuenta en el
seguimiento del paciente durante toda la enfermedad, tal como reflejan
estudios similares.

Los avances en el conocimiento de las bases moleculares del glaucoma,
han sido extraordinarios en los ultimos afos. Se plantean patrones de
herencia autosdmica, dominante y recesiva. En la actualidad lo mas

aceptado es el patrén de transmision poligénica multifactorial (10:39:56:129-

135 Y en el caso de nuestros resultados, coinciden con las publicaciones
sobre este particular, aunque no hemos desarrollado estudios genéticos
en nuestra muestra de participantes, si que hemos apreciado el
incremento de la susceptibilidad genética de desarrollar GPAA en
pacientes con familiares de primera linea que padezcan la enfermedad.
Los ultimos aportes de las ciencias OMICAS han estado relacionados con
el creciente interés por los microRNAs, los siRNAs y también por los

datos que puede aportar el estudio de la epigenética, nutrigenética y

farmacogenética, campos que arrancando del presente se encuentran ya
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inmersos en una gran actividad que nos deparara muchas sorpresas en
un futuro préximo en relacion al GPAA y manejo del paciente

glaucomatoso.

5. ANALISIS DE CORRELACIONES DE LAS VARIABLES CONTINUAS
Los resultados que se evaluan en este apartado demuestran la existencia
de correlaciones entre diversos datos demograficos, del estilo de vida,
oftalmolégicos, antropométricos y bioquimicos que confirman a su vez la
importancia de los factores exdgenos y endégenos en el curso de la
enfermedad glaucomatosa; por ejemplo, la evaluacion de los resultados
obtenidos del analisis bioquimico del humor acuoso pone de manifiesto
que los pacientes con glaucoma poseian mayor concentracion de
metabolitos relacionados con la peroxidacion lipidica que los controles. De
igual forma, la actividad de las defensas antioxidantes fue inferior en el
humor acuoso de los glaucomatosos. El resultado mas importante en este
apartado ha sido que la concentracion en humor acuoso del MDA
(marcador de peroxidacioén lipidica) correlacionaba directamente con la
E/P en el curso del glaucoma, y que la AOXT (suma de las actividades
antioxidantes en el humor acuoso) correlacionaba inversamente con la
PIO y el CDR de los glaucomatosos. Ademas, observamos como la PIO

correlacionaba directamente con la CDR. Y la AVMC correlacionaba
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inversamente con la edad. También hemos observado que el IMC
correlacionaba directamente con el CDR.

Y el analisis multivariante de regresion logistica mostré resultados muy
interesantes, ya que introduciendo las siguientes variables predictoras del
curso del glaucoma: PIO, E/P; las variables que objetivan la presencia de
estrés oxidativo: MDA, AOXT, y el factor depresion, el estudio estadistico

demostré que las cinco variables descritas pueden predecir con

efectividad la presencia de glaucoma, y monitorizar su progresion.

Respecto al valor de estos ultimos parametros como biomarcadores del
glaucoma, PIO, E/P, MDA, AOXT y depresién, nuestros resultados

272-274)

coinciden con los de otros autores en la misma linea de trabajo ( y

con los del grupo de investigacion del que formamos parte (¢527:291-294).

6. CONSIDERACIONES FINALES Y OBJETIVOS FUTUROS DE
INVESTIGACION EN GLAUCOMA

En nuestros dias no existe una cura definitiva para el GPAA. La PIO sigue
siendo el factor de riesgo “objetivo” a tratar. Sin embargo, desde que en
1996 Pfizer Upjorn lanzara su producto estrella, el latanoprost (Xalatan ®),
no ha habido ningun nuevo descubrimiento para el tratamiento del
glaucoma. Por ello, en un momento en el que el desarrollo farmacéutico
en relaciéon al glaucoma esta detenido, cualquier opcidn terapéutica

innovadora debe ser bienvenida. De hecho se han producido varios
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ensayos en los Uultimos afos que concluiran proximamente y que
depararan nuevas expectativas para los pacientes con glaucoma.
Sabemos que en el afio 2017 se introducira el Nuevo tratamiento para el
glaucoma: Rhopressa, un farmaco con triple accion
(ROCK)/norepinephrine transporter (NET) inhibitory), y también otro
nuevo farmaco antiglaucomatoso, el Roclatan que se planea lanzar en
2017, un analogo de las prostaglandinas de cuadruple accion, logrado
mediante la combinacion de Rhopressa y Latanoprost.

Por otra parte, Inotek Pharmaceuticals, estd ensayando el
Trabodenoson, cuyos estudios se completaran en 2017, y Ocular
Therapeutix Inc, esta desarrollando un microdispositivo que puede ser
introducido en el interior del ojo para liberar medicacién antiglaucomatosa.
Este producto esta en ensayos clinicos fase Il. Bausch & Lomb también
lanzara (pendiente de aprobacion FDA) un nuevo producto analogo de las
prostaglandinas y donante de Oxido Nitrico, denominado Vesneo del que
ya se conocen los resultados del ensayo clinico al haber concluido la
Fase Ill. También se han ensayado dispositivos de liberacion lenta tanto a
nivel epi-escleral como las lentes de contacto que liberan los farmacos
hipotensores (Latanoprost) lo que han logrado que ocurra de forma
constante pero en largos periodos de tiempo, y que esta desarrollada en

el Massachusetts Eye and Ear Infirmary de Boston.
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Entre las nuevas estrategias terapéuticas debe introducirse como
prioritaria cualquier investigacion que conduzca a lograr una reduccién
en la periodicidad de las instilaciones y a la garantia del
cumplimiento de la medicacion prescrita por parte de los pacientes

%60) han desarrollado un dispositivo

glaucomatosos. Asi Junqueira et al., (
que facilita la instilacion de los colirios hipotensores favoreciendo a su vez
el cumplimiento de la medicacion. Y hay que considerar también la
utilizacion de los sistemas de liberacidén lenta consistentes en
nanoparticulas que evitarian las instilaciones frecuentes y favorecen
también el cumplimiento por parte del paciente 67362

Los nuevos avances en tecnologia informatica y de
telecomunicaciones abren la posibilidad de enviar a los pacientes
mensajes mediante telefonia movil para recordarles el horario de su

363-367) Y también mediante telefonia movil

tratamiento antiglaucomatoso (
(smarphones) se incluyen tests para autoevaluacién del campo visual y
del fondo de ojo. Basicamente Peek es una herramienta que se acopla a
la camara de un smartphone y ofrece imagenes de alta calidad del fondo

366, 368-369) E| dispositivo combina un oftalmoscopio tradicional con

de ojo ¢
una camara en un teléfono movil, ofreciendo una forma portatil y
econdmica de realizar exdmenes oculares. Ademas también se estan

desarrollando dispositivos para informar de la PIO y de la AV.
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No debemos olvidar la nueva era de cirugia minimamente invasiva
para el glaucoma (MIGS) y los dispositivos quirurgicos para insertar en el
angulo camerular o en el interior del canal de Schlemm, y las nuevas
aplicaciones de LASER ©70-372)

Finalmente, los nuevos descubrimientos en genética, farmacogenética y
epigenética, y las disciplinas OMICAS (metabolémica, protedmica,
transcriptomica) permitiran disefiar test genéticos para diagnoéstico
precoz y monitorizaciéon del paciente glaucomatoso y de la terapia mas
adecuada 73374,

Por otra parte, la neuroproteccion y los mecanismos neuroprotectores
enddgenos y exégenos requieren un abordaje especial. La prevencion de
la muerte por apoptosis de las células ganglionares de la retina con
terapias neuroprotectoras que se enfocan sobre otros factores diferentes
a la PIO podria ser el futuro del tratamiento de glaucoma ©753%). Otros
posibles tratamientos estan en etapas menos avanzadas de desarrollo.
Se estan analizando nuevas vias para bloquear el dafio al nervio éptico y
su transcendencia a través de la via optica, tanto en etapas precoces
como en glaucoma avanzado. Estas vias se basan en evitar la muerte de
las células ganglionares. Sabemos que las terapias convencionales de
glaucoma se dirigen solo y exclusivamente a disminuir la PIO, aunque no

previenen la perdida de campo visual debida a otros factores, la mayoria

desconocidos. En este sentido se reconoce que varios factores
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interdependientes contribuyen individualmente o colectivamente al
establecimiento del dafo primario que es seguido por una lesién
progresiva. Existen farmacos antihipertensivos que han demostrado
efectos neuroprotectores en modelos experimentales, como Ila

380-383) No obstante, algunos pacientes con glaucoma pueden

brimonidina ¢
tener mas de un factor que contribuya a la muerte de las células
ganglionares, cada factor debe ser eficazmente tratado, aumentando la
supervivencia de las células ganglionares. Los factores que podrian
causar la muerte de células ganglionares incluyen la deprivacion de
factores de crecimiento neurotréficos, presencia de estrés oxidativo, y
accion citotdoxica del glutamato. Este ultimo es el que mas se ha
demostrado (incrementa el flujo de calcio hacia las células, lesionandolas
e induciendo la apoptosis). Bien conocido es el problema de la
memantina, farmaco comercializado para tratar la enfermedad de
Alzheimer, que fue investigado como un tratamiento potencial también
para glaucoma, protegiendo las neuronas. En animales, el medicamento
previene la pérdida de células ganglionares de la retina, fibras del nervio
Optico, neuronas en el nucleo geniculado lateral y neuronas en la corteza
visual. También se ensayan dispositivos de liberacion de factores de

crecimiento y substancias neurotréficas que protejan las células y las

fibras del nervio éptico de la lesién glaucomatosa.
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Y ya con el desarrollo de los sistemas de obtencion, mantenimiento y
trasplante de las células madre, cuando sean una realidad traslacional
los estudios actuales con sustitucion de las células ganglionares

(384-387) 'y otras estrategias en oftalmologia

lesionadas por células sanas
regenerativa, la ceguera por glaucoma sera quizas un recuerdo de la
historia de la medicina.

Hemos concluido este trabajo de Tesis Doctoral y nuestra impresion es
que no hemos hecho sino comenzar. Pero, ya que llevamos varios anos
preparando, realizando, organizando y finalmente escribiendo este
documento, seria muy importante para nosotros poder continuar con la
investigacion pre-clinica y clinica del glaucoma. La busqueda de
biomarcadores es un tema apasionante. Posiblemente nos podamos
apoyar en los resultados actuales y en la experiencia que hemos
adquirido para mejorar el disefio de nuevos trabajos y lograr resultados de

excelencia en un futuro no muy lejano.

Aqui queda nuestro trabajo por el momento.
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1. El humor acuoso es una muestra biolégica muy util para
estudios experimentales sobre Glaucoma y también para
conocer las caracteristicas bioquimicas y moleculares
individuales. Su obtencion es rapida y sencilla por lo que
debiera ser protocolizada para el seguimiento del propio

paciente como para futuras investigaciones.

2. Existe una situacion de estrés oxidativo en los pacientes
con Glaucoma que se puede objetivar mediante Ila
determinacién del aumento de los pro-oxidantes y la
disminucion actividad de las defensas antioxidantes en las

muestras de humor acuoso.

3. La disminucion de la actividad antioxidante en el humor
acuoso correlaciona inversamente con los valores de la
presién intraocular y el cociente excavacidén/papila en los
pacientes con Glaucoma, demostrando la importancia del
estado de los mecanismos de defensa antioxidantes en la

progresién de la enfermedad glaucomatosa.

4. La obesidad es un factor de riesgo para la progresién

del Glaucoma en la poblaciéon estudiada, correlacionando
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directamente con el cociente excavacion/papila de los
pacientes glaucomatosos. De forma paralela, el
sedentarismo se confirma como factor de riesgo para la
progresiéon del Glaucoma en la poblacion estudiada,
confirmando asi la relevancia del mantenimiento del peso
corporal y la realizacion de ejercicio fisico en la evolucién

del Glaucoma.

5.- El estado emocional del paciente glaucomatoso debe
tenerse presente tanto en la anamnesis como en el
seguimiento de los pacientes con glaucoma, ya que
correlaciona con el cociente Excavacién/Papila y el CV. La
ansiedad psicofisica y la depresiéon han sido identificados

como factores de riesgo para la progresiéon del Glaucoma.

6.- Este estudio ha conseguido identificar como
marcadores predictivos del Glaucoma, con mayor potencia
que el resto de parametros analizados, la concentracidén en
humor acuoso de malonildialdehido, Ila actividad
antioxidante total, el cociente excavacidén/papila, la
presién intraocular y la presencia de depresién por lo que
proponemos utilizarlos como biomarcadores del riesgo de

progresion del Glaucoma Primario de Angulo Abierto.
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