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RESUMEN

CONTEXTO: EIl glaucoma es una neuropatia éptica adquirida que constituye una de las
principales causas de ceguera a nivel mundial. La glia podria ser responsable de parte del proceso
fisiopatoldgico de la enfermedad. OBJETIVO: Sistematizar los estudios que aborden los cambios
gliales retinales y del nervio optico en glaucoma, de acuerdo a la evidencia cientifica actualizada.
FUENTES: PUBMED, ScienceDirect, WebofKnowledge, SCIELO y LILACS. CRITERIOS DE
ELEGIBILIDAD: Se incluyeron estudios de tipo clinicos aleatorizados, de cohorte, series de
casos, en animales, reportes de caso o estudios in vitro, cuyo idioma fuera en espafiol o inglés,
publicados durante el periodo 2005-2015, en humanos y animales (primates, roedores y porcinos)
y que estudiaran la zona retinal y/o del nervio éptico. Los humanos debian tener glaucoma primario
de angulo abierto y ser mayores de 40 afos, se excluyeron aquellos con historial de cirugia ocular.
Las investigaciones en animales debian utilizar modelos de glaucoma experimental o espontaneo.
Se excluyeron estudios de humanos y animales con patologias o condiciones que pudiesen alterar
la fisiologia retinal y del nervio Optico normal. RESULTADOS: Se seleccionaron 82
publicaciones, las cuales se clasificaron y resumieron acorde a los siguientes temas: morfologia y
estructura, marcadores gliales, sistema inmune, interleukinas, TNFa, endotelina, glutamato, dafio
oxidativo, comunicacion celular, homeostasis del agua/ionica, neurotrofinas y sus receptores,
cambios genéticos globales y otros. CONCLUSIONES: La activacién glial en glaucoma puede
generar tanto neuroproteccién como neurodegeneracion, por medio de variadas interacciones
moleculares y celulares. EI manejo de estas respuestas podria ser una alternativa terapéutica
potencial para el glaucoma. La mayoria de los estudios encontrados son de laboratorio, lo que
refleja la etapa de investigacion temprana en la que se encuentra el tema. Para este tipo de
investigaciones aun no existe una herramienta de validacién, por lo que se sugiere la creacién de
unay lamejora en el reporte de la metodologia empleada en los experimentos. Los cambios gliales
deben ser reconocidos como parte de los mecanismos patologicos del glaucoma, por lo que la
informacidn sintetizada en esta revision puede ser de gran utilidad en el estudio y manejo clinico

de la enfermedad.

PALABRAS CLAVES: activacion glial, gliosis retinal, reactividad glial, glaucoma.



ABSTRACT

CONTEXT: Glaucoma is an acquired optic neuropathy and one of the main causes of blindness
worldwide. The retinal glia could be partially responsible of the pathophysiology of the disease.
OBJECTIVE: To systematize all the studies that address retinal and optic nerve glial changes in
glaucoma, according to updated scientific evidence. DATA SOURCES: PUBMED,
ScienceDirect, WebofKnowledge, SCIELO y LILACS. STUDY SELECTION: Studies that met
the following criteria were included: Randomized clinical trials, cohort studies, case series, animal,
case reports and in vitro studies, written in spanish or english, published between 2005-2015,
studying the retinal and/or optic nerve zone. Only humans with primary open angle glaucoma, over
forty years and with no prior eye surgery and animals (primates, rodents and pigs) with
experimental or spontaneous glaucoma model were accepted. Studies where subjects had any
medical conditions that could affect the normal retinal or optic nerve physiology were excluded.
DATA SYNTHESIS: 82 selected publications were classified and synthesized by the following
topics: structure and morphology, glial labelling, immune system, interleukins, TNFa, endothelin,
glutamate, oxidative damage, glial cells communication, water/ionic homeostasis, neurotrophins
and their receptors, global genetic changes and others. CONCLUSIONS: Glial activation in
glaucoma could generate both neuroprotection and neurodegeneration by diverse molecular and
cellular interactions. The management of these responses could signify a potential therapeutic
alternative for glaucoma. Most of the studies found were laboratory studies, this reflects the early
stage of research concerning the topic. Currently, there is no validation tool for this kind of studies,
so it is strongly suggested that the scientific community elaborates one and improves the reporting
of the methodology employed on their experiments. Glial changes must be recognized as part of
the pathological mechanisms of glaucoma, thus the synthetized information of this review could

be of great utility in the study and clinic management of glaucoma.

KEYWORDS: glial activation, reactive glia, gliosis, glaucoma.
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GLOSARIO

* 02M: a-2-macroglobulina

* AGES: Advanced glycation end products (Productos de la glucosilacion avanzada)

* ANR: Anillo neurorretinal

* AQP: Acuaporina

* ARAM: Apariencia de astrocitos y Muller activados

« AROA: Area retinal ocupada por astrocitos

e ATP: Adenosin trifosfato

» BDNF: Brain-derived neurotrophic factor (Factor neurotréfico derivado del cerebro)

* CCG: Capa de células ganglionares

* CFNR: Capa de fibras nerviosas retinal

* CGR: Células ganglionares retinales

e CNE: Capa nuclear externa

* CNI: Capa nuclear interna

* CNO: Cabeza del nervio optico

e CoQ10: Coenzima Q10

* GPAA: Glaucoma primario de dngulo abierto

* CPE: Capa plexiforme externa

* CPI: Capa plexiforme interna

* (CX-43: Conexina 43

» DDLS: Disc Damage likelihood scale (Escala de probabilidad de dafio al disco 6ptico)

» EAAC: Carrier de amino&cidos excitatorios

* EAAT: Transportador de aminoacidos excitatorios

* EGFR: Factor de crecimiento endotelial glial

« eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial

* EPR: Epitelio pigmentario retinal

* ERK: Extracellular signal-regulated kinases (Quinasas reguladoras de sefiales
extracelulares)

e ET: Endotelina

* ETb: Receptor b de endotelina



ETa: Receptor a de endotelina

FADD: Fas-associated protein with death domain (Dominio de muerte asociado a Fas)
GFAP: Proteina &cida fibrilar glial

GJIC: Comunicacion intercelular por uniones Gap
GLAST: Transportador de glutamato y aspartato
GLT: Transportador de glutamato

GS: Glutamina sintetasa

HIF-1: Factor de hipoxia inducible 1

HSP: Proteinas de choque térmico

HTO: Hipertension ocular

IgG: Inmunoglobulina G

IL: Interleuquina

iNOS: Oxido nitrico sintetasa inducible

JNK: Quinasa C-jun N-terminal

Kir: Inward retifying K+ channels (Canales de K+ rectificadores de entrada)
LC: Lamina cribosa

LCR: Liquido céfalorraquideo

MHC: Moléculas de histocompatibilidad

MEC: Matriz extracelular

MGLUR: Receptores metabotrdpicos de glutamato
Mm: Milimetro

mmHg: Milimetro de mercurio

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

NCAM-1: Molécula de adhesion neural tipo 1
NF-kB: Factor nuclear kappa B

NMDA: N-metil-D-aspartato

nNOS: Oxido nitrico sintetasa neuronal

OCT: Tomografia de coherencia dptica

OMS: Organizacion mundial de la salud
OXPHOS: Fosforilacion oxidativa

PEDF: Factor derivado de epitelio pigmentario



Xl
P10: Presion intraocular
PPO: Presion de perfusion ocular
PRISMA: Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses
(Elementos de reporte preferidos para revisiones sistematicas y metaanalisis)
RAGE: Receptor advanced glycation end products (Receptor de productos de la
glucosilacion avanzada)
RNA: Acido ribonucleico
ROS: Reactive oxygen species (Especies generadoras de oxigeno)
SNC: Sistema nervioso central
SNP: Sistema nervioso periférico
TGF b: Transforming growing factor  (Factor de crecimiento transformante 3)
TLR: Receptores de tipo Toll
TNFa: Factor de necrosis tumoral a
TNFR-1: Receptor 1 de factor de necrosis tumoral o
TNO: Transeccion de nervio 6ptico
TRK: Receptor tirosina quinasa
TSP: Trombospodinas
uM: Micra
VCAM-1: Molécula de adhesion vascular tipo 1

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial






CAPITULO 1 INTRODUCCION

El glaucoma corresponde a una de las principales causas de ceguera a nivel mundial (1) y
se describe como una neuropatia Optica progresiva que causa dafio irreversible a las células
ganglionares de la retina (CGR), sus axones y a las células gliales (2). El dafio a las CGR se traduce
en alteraciones estructurales caracteristicas del nervio dptico y capa de fibras nerviosas de la retina

(CFNR), que posteriormente resultan en dafio del campo visual (3).

Debido a lo anterior, las células ganglionares tienden a ser el grupo celular mas investigado
en los estudios sobre el glaucoma, sin embargo, el rol de las células gliales en la fisiopatologia de
esta enfermedad ha despertado un gran interés en las ultimas décadas. Las funciones normales de
la glia en la retina se encuentran ligadas al soporte celular, a la mantencion de la homeostasis de
iones extracelulares, metabolitos, neurotransmisores, entre otros, y a su participacion en la
respuesta inmune (4,5,6). En respuesta 0 como consecuencia de una variedad de patologias, entre
ellas el glaucoma, estas células pueden cambiar su morfologia, distribucion y relaciones

bioquimicas con otras células, lo que se conoce como activacion glial (7,8).

Considerando la naturaleza multifactorial del glaucoma, existe una diversidad de lineas
investigativas que buscan dar respuesta a las interrogantes fisiopatoldgicas de la enfermedad. Es
por esto que nace la necesidad de sistematizar de manera rigurosa los estudios sobre el rol glial en
glaucoma, publicados en diversas fuentes cientificas. Se espera poder organizar el conocimiento
disponible al respecto y favorecer su difusion entre estudiantes de pregrado y profesionales que

deseen interiorizarse en la materia.
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1.1. GLAUCOMA

1.1.1. Introduccion

El concepto y definicion de glaucoma ha evolucionado en los pasados 100 afios y todavia
permanece impreciso y sujeto a modificaciones por parte de los expertos. Hoy en dia el término no
se refiere a una entidad Unica, sino a un grupo de enfermedades que difieren en su presentacion
clinica, fisiopatologia y tratamiento (9).

La organizacion mundial de la salud (OMS) define al glaucoma como un grupo de
enfermedades con un punto de término en comun, correspondiente a una neuropatia Optica
caracteristica, la cual es determinada tanto por cambios estructurales como déficit funcional.
Dentro de este grupo, el glaucoma primario de angulo abierto (GPAA) es uno de los mas comunes
(10).

El glaucoma primario de &ngulo abierto es descrito como una condicion de inicio insidioso,
lentamente progresiva, bilateral y asimétrica (9), que puede ocurrir con aumento de la presion
intraocular (P10O), o sin ella (lo que se conoce como glaucoma normotenso). EI GPAA posee un
cuadro de inicio en el adulto (después de los 40 afios), que corresponde a la presentacion mas
frecuente, y otro de origen juvenil (entre los 3 y 40 afios) (11).

Usualmente la enfermedad progresa sin causar sintomas hasta alcanzar una etapa avanzada
en la que existe un dafio neuronal considerable que resulta en pérdida de la vision periférica. Esto
disminuye la calidad de vida del paciente y afecta la habilidad de realizar actividades diarias, como

por ejemplo, conducir (12).

1.1.2. Factores de riesgo

Existen varios factores de riesgo asociados al desarrollo del GPAA, sin embargo, el

aumento de la presion intraocular sigue siendo uno de los mas relevantes, pues es el Unico
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manipulable a través de intervenciones oftalmolégicas como por ejemplo farmacos hipotensores
topicos (9).

Debido a que los ojos tienen distinta susceptibilidad a los efectos de la presién intraocular,
es dificil saber especificamente qué niveles de PIO podrian ser dafiinos para un paciente
determinado, pues algunos pacientes presentan dafio glaucomatoso con presiones calificadas como
normales, mientras que otros no manifiestan dafio estructural (en la cabeza del nervio Optico) y/o
visual (en el campo visual), pese a tener la presion intraocular elevada (9). La susceptibilidad de la
cabeza del nervio Optico de un determinado paciente a la injuria por P1O probablemente depende
de la respuesta biomecéanica de los tejidos constituyentes (13). Por lo tanto, una combinacién
particular de geometria y rigidez podrian hacer algunos ojos mas o menos sensibles al dafio por
PIO (13).

La elevacion de la PIO ocurre probablemente como consecuencia de una reduccion en la
salida del humor acuoso, sin embargo, los mecanismos precisos no se comprenden completamente,
pese a existir varios estudios al respecto (14,13,11).

Otros factores de riesgo importantes en la progresion e inicio del glaucoma se listan en la
tabla 1.1 (15,16).

TABLA 1.1 Factores de riesgo en glaucoma primario de angulo abierto

Presion Intraocular Presién intraocular aumentada

Edad Mayores de 40 afios

Raza Raza negra

Historia familiar de
GPAA

Parientes en primer grado con GPAA

Muchos estudios sugieren una correlacion entre la diabetes
mellitus y el GPAA

Diabetes Mellitus

Error refractivo La miopia se asocia con un aumento de incidencia de GPAA

., ) ) El uso de algunos anticonceptivos orales a largo plazo podria
Pildoras anticonceptivas

aumentar sustancialmente el riesgo de GPAA




TABLA 1.1 Factores de riesgo en glaucoma primario de angulo abierto (continuacion)

Variadas condiciones sistémicas podrian estan relacionadas a mala
Enfermedades vasculares | perfusion ocular, lo que podria ser un factor de riesgo para la

progresion del GPAA

. L, La diferencia de los niveles de PIO y del liquido cefalorraquideo
Gradiente de presion

. aumenta el riesgo de desarrollo y progresion del dafio
translaminar

glaucomatoso

Area de disco 6ptico Discos grandes podrian ser mas vulnerables al dafio

1.1.3. Generalidades del nervio éptico

1.1.3.1.Anatomia del nervio éptico

La cabeza del nervio optico (CNO) se divide en 3 regiones: la zona prelaminar, laminar y
poslaminar (ver Figura 1.1).

La zona prelaminar es el segmento mas anterior del nervio dptico y se encuentra rodeado
por la retina, coroides y células gliales, las cuales organizan los paquetes axonales (17).

La ldamina cribosa (LC) provee soporte funcional y estructural a los axones de las células
ganglionares (13). Se compone de placas colagenosas que yacen a nivel de la apertura escleral.
Cada placa esta perforada para permitir el paso de los axones de las células ganglionares retinales
(en forma de paquetes axonales), los cuales son rodeados por células gliales para ser organizados
(14).

La zona poslaminar es la porcion méas posterior de la cabeza del nervio dptico en la que los
axones de las células ganglionares se mielinizan al ser envueltos por oligodendrocitos (14) lo que

resulta en la duplicacion del grosor del nervio optico (17).
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FIGURA 1.1 Cabeza del nervio optico.

La cabeza del nervio optico esta adyacente a la retina, coroides y esclera. [1] Capa de

fibras nerviosas superficial [2] zona prelaminar anterior [3] zona prelaminar posterior

[4] zona laminar [5] zona retrolaminar. Modificado de (419).

La CNO se nutre por las arterias ciliares posteriores, las cuales penetran la esclera
peripapilar inmediata y se ramifican, generando capilares que recorren las hojas de la lamina
cribosa y pared escleral (13).

1.1.3.2.Morfologia de la capa de fibras nerviosas retinales

La capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) corresponde a una capa interna y contiene
los axones de las células ganglionares, en conjunto con astrocitos y procesos de las células de
Muiller. A través de estas fibras, se conduce la informacién visual proveniente de los fotorreceptores
hacia el cuerpo geniculado lateral, donde ocurre la siguiente sinapsis (18).



Las fibras provenientes de la retina nasal, superior e inferior siguen un trayecto
relativamente recto, mientras que las de la retina temporal, tanto superiores como inferiores,
describen un curso arqueado que respeta el rafe horizontal. Aquellas de la region foveal, se dirigen
directamente hacia la papila formando el haz papilomacular. Los axones de las células ganglionares
mas periféricas de la retina, transcurren de manera mas externa (en la profundidad de la capa de
fibras nerviosas), mientras que aquellas cercanas al nervio éptico, se mantienen superficiales en la
CFNR (mas proximas al vitreo) (19).

Una vez que las aproximadamente 700,000 a 1.2 millones de fibras nerviosas (20,21,22,23)
alcanzan el disco dptico, atraviesan el agujero escleral posterior en un angulo de 90° formando el
anillo neurorretinal. Los haces méas periféricos penetran por los margenes de la papila y aquellos
mas cercanos al nervio lo hacen en su porcion mas central. Las fibras Opticas mas gruesas se dirigen

a las regiones superior e inferior del disco optico (24) (ver Figura 1.2).

Célula
Ganglionar Axones

——

Nervio Optico

FIGURA 1.2 Esquema de la organizacion de los axones de las células ganglionares.
Los axones mas cercanos al nervio optico se ubican en la parte mas anterior y central del
nervio optico, mientras que los mas lejanos se ubican mas posteriores y periféricos en el

nervio optico. Modificado de (9).



1.1.3.3.Caracteristicas del disco optico

El disco optico presenta una excavacion central llamada copa Optica y un area contenida
entre la copa y los bordes, llamada anillo neurorretinal.

La apariencia oftalmoscopica de la cabeza del nervio optico es generalmente oval, aunque
su forma y tamafio varian considerablemente entre la poblacién normal, al igual que el valor del
area de la cabeza del nervio optico (25,26).

El indice copa/disco es un valor decimal obtenido de la division del diametro vertical de la
copa con el diametro del disco y en personas normales el valor promedio es de 0.2 — 0.5. Mientras
mas cercano a 1 sea el valor, mayor dafio axonal sugiere (17).

El aumento de la excavacion es un signo importante del dafio glaucomatoso, pero el uso
exclusivo de la relacion copa-disco para evaluarlo es probleméatico pues no considera la
configuracién del anillo neurorretinal ni las variaciones fisioldgicas del tamafio del disco dptico
que podrian influenciar la relacion (27). Asi, los discos mas grandes tienen méas probabilidad de
ser clasificados como glaucomatosos, y los mas pequefios tienen mas probabilidad de ser
clasificados como normales, tengan glaucoma o no (28).

Existe un sistema de clasificacion que intenta enfatizar la importancia del anillo
neurorretinal y del tamafio del disco 6ptico llamada DDLS (escala de probabilidad de dafio al disco
Optico) en la evaluacion clinica del disco (29), que ha probado ser un método excelente para
distinguir entre ojos glaucomatosos y normales (30). Su utilizacién es un poco mas compleja y
requiere de mas tiempo, por lo que el indice copa-disco sigue siendo importante para el manejo del

glaucoma.

1.1.3.4.Caracteristicas del anillo neurorretinal

El anillo neurorretinal (ANR) corresponde al area entre los margenes del disco y la copa
Optica, formado por la salida de los axones a través del agujero escleral posterior. Normalmente

tiene un color rojizo/anaranjado debido a la presencia de capilares en esta zona (14). EI ANR se
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correlaciona con el area del disco Optico; mientras mas grande sea el disco, mayor sera el ANR
(31,32,33,34).

El anillo neuronal tiene distintos grosores segun sus cuadrantes, los que generalmente
decrecen en orden inferior, superior, nasal y temporal (siendo este ultimo el méas delgado),
estableciendo la regla “ISNT” (14).

Aunque la examinacion de la cabeza del nervio Optico puede revelar signos de pérdida
neuronal, la amplia variabilidad de su apariencia en la poblacion normal hace dificil la

identificacion de dafio en etapas tempranas del glaucoma.

1.1.4. Manifestaciones clinicas del dafio funcional

La neuropatia glaucomatosa genera cambios caracteristicos a nivel estructural y funcional,
en el nervio Optico y en el campo visual, respectivamente. Actualmente el método mas utilizado
para monitorear la progresion funcional es la campimetria estatica automatizada (35) y para
monitorear la progresion estructural, la tomografia de coherencia éptica (OCT).

En el glaucoma primario de angulo abierto existe una progresion caracteristica que consiste
en la pérdida gradual de la de capa de fibras nerviosas de la retina, alteraciones en la cabeza del
nervio optico y modificaciones del area parapapilar (19), lo cual se traduce en alteraciones que se
corresponden con déficit funcional, es decir, alteraciones del campo visual.

Los cambios estructurales usualmente preceden el deterioro funcional (36,37), por lo que
la aplicacion e interpretacion de examenes que evallen las células ganglionares, el nervio optico y
la zona retinal peripapilar, como la tomografia de coherencia dptica, puede resultar en un
diagnostico temprano de la enfermedad. Debido a la naturaleza progresiva de ésta, la deteccion
temprana es importante para establecer tratamientos que puedan retrasar el avance del dafio. La
evaluacion longitudinal y la documentacion del dafio estructural del nervio dptico es, por lo tanto,
un componente critico del diagnostico de la enfermedad

La pérdida de vision producto del glaucoma es irreversible y es ocasionada por la muerte

de las células ganglionares de la retina y sus axones (14,38,39). En etapas tempranas pueden existir
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escotomas relativos y ligera asimetria entre ambos o0jos. Algunas modalidades especiales como
FDT y SWAP podrian demostrar con mayor facilidad los defectos en etapas tempranas (15).

Los defectos visuales caracteristicos incluyen escotomas en el area superior nasal
paracentral y con menor frecuencia en el area inferior, que respetan el meridiano horizontal en
concordancia con la distribucion de las fibras de la CFNR. También puede presentarse un escalén
nasal, el cual representa la diferencia de sensibilidad por sobre y bajo el rafe horizontal en el campo
visual nasal. Inicialmente existe poca superposicion entre los campos visuales de los ojos y los
escotomas son enmascarados por la accion del cerebro, el cual "rellena” la imagen (12).

Durante la progresion, los escotomas pueden unirse para formar un defecto arqueado
(escotoma de Bjerrum), usualmente ubicado entre los 10° y 20°, que puede conectar con la mancha
ciega. A su vez, lamancha ciega puede rodearse de escotomas y aumentar su extension en el campo
visual (escotoma de Seidel) (15). La union de los defectos arqueados superior e inferior puede
generar un escotoma anular, lo que suele ocurrir en glaucoma avanzado. En etapas méas avanzadas

suele existir una pequefia isla de vision central, acompafada de una isla de vision temporal (15).

1.1.5. Manifestaciones clinicas del dario estructural

1.1.5.1.Cambios en la capa de fibras nerviosas

El proceso patoldgico esencial en glaucoma es la pérdida de axones de las células
ganglionares, por lo que la apariencia del anillo neurorretinal y la configuracion propia de la copa
del nervio éptico son indicadores de dafio axonal.

La evaluacién de la CFNR es una herramienta util para ayudar al diagnostico temprano del
glaucoma, debido a que los defectos pueden ocurrir incluso antes de que se observen cambios en
el disco optico y campo visual (40,41,42). Los defectos en la capa de fibras nerviosas no son
especificos para el glaucoma y pueden ser observados en un amplio rango de enfermedades.

Los defectos en cufia se aprecian como lineas delgadas que se expanden a medida que se

alejan del disco. Estos son causados por atrofia de varias células ganglionares en una misma area
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del nervio Optico. Suelen asociarse con “notchs” y defectos visuales correspondientes a la zona
afectada, en los polos inferior y superior (17). Los defectos de hendidura se observan como areas
oscuras, ligeramente mayores a las arteriolas, que alcanzan el disco 6ptico y siguen el transcurso
normal de la capa de fibras nerviosas. Estos representan la degeneracion retrograda de los axones
debido a dafio focal del nervio 6ptico en la lamina cribosa. Pueden aparecer en pacientes normales
también, pero con muchisima menos probabilidad y son dificiles de detectar (17). La pérdida difusa
de CFNR corresponde al patron mas comun y tipicamente ocurre en el &rea donde transcurren las

arcadas vasculares inferior y superior (17).

1.1.5.2.Cambios en la copa Optica y anillo neurorretinal

Un signo caracteristico del glaucoma es el aumento progresivo de la excavacion que resulta
en un incremento de la relacion copa/disco (12) y es causado por una disminucién irreversible del
numero de fibras nerviosas, células gliales y vasos sanguineos (15).

En glaucoma, al determinar el tamafio de la copa es importante evaluar el contorno y no la
palidez de ésta, ya que tipicamente existe aumento de la excavacion de la cabeza del nervio optico,
que es mas grande que el area de palidez, mientras que en ojos normales estas areas coinciden (17).

El indice copa/disco vertical es un mejor indicador que el indice copa/disco horizontal, ya
que la pérdida del anillo neurorretinal ocurre preferencialmente en los polos superior e inferior del
disco (17). El valor normal es 0,2 - 0,5, pero en sujetos glaucomatosos suele ser mayor y existir
una diferencia >0.2 entre un ojo y otro (17). A pesar de existir valores de referencia, debe
considerarse que una misma relacion copa/disco podria no significar lo mismo entre discos mas
pequefios versus discos mas grandes (28). En glaucoma se observa pérdida del area del ANR
(31,33,34,43,44), la cual puede ser localizada o difusa (ver Figura 1.3). Esta ultima conlleva a un
aumento conceéntrico de la copa optica y es mas comdn que la del primer tipo (17). La atrofia focal
del ANR suele comenzar como un defecto pequefio, discreto y usualmente ubicado en el cuadrante

inferotemporal; se le denomina “notch” (14).
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Si los cambios progresivos de la atrofia Optica siguen su curso y no se toman medidas para

reducir la P10, el desarrollo tipico de la patologia consiste en la eventual pérdida de todo el tejido
del anillo neuronal (15).

FIGURA 1.3 Disminucion difusa del anillo neurorretinal (418).

1.1.5.3.Cambios en la retina peripapilar

Se han observado cambios en la retina peripapilar en glaucoma, pero también en otras
patologias como, por ejemplo, en la alta miopia. Estas zonas pueden variar en grosor,
circunferencia y pigmentacion. La zona beta es una creciente corioescleral de hipopigmentacion
irregular, usualmente incompleta, que representa una traccion del epitelio pigmentario retinal del
margen del disco, usualmente asociada con adelgazamiento o ausencia de coroides inmediata al
disco, con exposicién de la esclera. La zona alfa es una creciente peripapilar de hiper e
hipopigmentacion que ocurre por alteraciones en la distribucion normal de la melanina del epitelio
pigmentario retinal (EPR), ubicada usualmente periférica a la zona beta o adyacente al disco de no
existir ésta Ultima (14,15). Existe evidencia que sugiere que la ausencia de atrofia peripapilar podria
estar asociada con un menor riesgo de dafio glaucomatoso entre pacientes con hipertension ocular
(45,46).
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1.1.5.4.Cambios vasculares

Existe una mayor incidencia de hemorragias en el disco en glaucoma, cominmente en el
cuadrante inferotemporal, asociadas a defectos de la capa de fibras nerviosas adyacente que podrian
estar asociadas a un aumento de riesgo de progresion (17,27). Son mas comunes en el glaucoma
normotenso y en pacientes con grandes fluctuaciones de P1O. Suelen observarse en glaucomas
moderados y su frecuencia declina en glaucomas avanzados, apareciendo raramente en cuadrantes
que tengan pérdida total del anillo neurorretinal (47). Las hemorragias suelen ser puntiformes
cuando se localizan en el disco, y en llama (las mas comunes) cuando estan cercanas al borde del
disco y en la capa de fibras nerviosas peripapilar. En algunos pacientes las hemorragias podrian
preceder la pérdida de CFNR y de campo visual (17).

El desplazamiento nasal del pediculo vascular puede ser un signo del aumento de la
excavacion de la cabeza del nervio Optico (48). Su posicion en el disco se relaciona con el patron
de grosor de la CFNR (regla ISNT) y el patrén de pérdida visual en ojos con glaucoma avanzado.
Si existe inclinacion del pediculo, aquellas fibras de la CFNR que se encuentren en la zona
contralateral a la ubicacion del pediculo podrian estar afectadas y asociadas a defectos del campo
visual (49). Por ejemplo, los ojos que tienen un islote de vision central tienden a tener el pediculo
ubicado en la region temporal del disco (49).

En sujetos normales pueden encontrarse vasos circumpapilares que bordean una porcién de
la copa del disco. En glaucoma, cuando hay adelgazamiento del anillo neurorretinal estos vasos
podrian alejarse del margen del disco, dejando un espacio entre el borde y el vaso (14,15). Este
signo deberia estimular la busqueda de otros signos de dafio glaucomatoso. Por ejemplo, si un vaso
circumpapilar separado del margen se acompafa de disminucion del grosor del ANR inferior y
existe una falta a la regla ISNT, esto podria ser altamente sugestivo de glaucoma (50).

Cuando el adelgazamiento progresivo del ANR llega al margen del disco, se observa un
anillo de bordes empinados. Si un vaso pasa por este tipo de borde de disco, se dobla bruscamente
en él, creando la apariencia de un vaso en bayoneta (15). Este signo es mas comun en glaucoma
avanzado.

Otros cambios menos comunes y menos especificos son la constriccion de vasos arteriales

cercanos al disco y aumento de la tortuosidad vascular.
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1.1.5.5.Cambios en la lamina cribosa

Normalmente los poros de la ldmina cribosa no son observables, ya que las fibras nerviosas
rellenan los espacios. Cuando la neuropatia Optica avanza, las fibras se atrofian y los poros se
vuelven visibles (51). Este suceso es mas comun en nervios 6pticos glaucomatosos que en nervios
oOpticos normales. Por ejemplo, en nervios opticos grandes normales podrian observarse 10s poros
de la LC, pero en nervios Opticos pequefios podria sugerir dafio glaucomatoso (15,50).

El adelgazamiento y abombamiento de la lamina cribosa ocurre en conjunto con la
profundizacion de la copa oOptica (52) (ver Figura 1.4). En ojos normales la ldmina cribosa tiene
poros mas grandes en las regiones inferior y superior, al ser comparadas con las regiones temporal
y nasal (53,54), y es més gruesa en la periferia del disco dptico, justo donde las fibras nerviosas
tienen un curso mas curvo (ver Figura 1.5). Lo anterior coincide con que en etapas tempranas las
primeras fibras nerviosas en perderse son aquellas que pasan por la periferia superior e inferior del
disco (55).

En la Tabla 1.2 se resumen los principales cambios estructurales en glaucoma.

(0)

FIGURA 1.4 Cambios en lamina cribosa en glaucoma.

(A) Dafio glaucomatoso moderado. (B) Dafio glaucomatoso avanzado. Notese la distancia
desde la superficie retinal a la superficie posterior de la lamina cribosa. (C y D)
Representacion esquematica de una cabeza de nervio optico normal y con dafio glaucomatoso

avanzado, respectivamente (9).
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FIGURA 1.5 Micrografia electronica de barrido de la lamina cribosa.

Desde la perspectiva de la superficie vitreoretinal, se muestra la malla de placas y poros de la

lamina cribosa. Notese los poros mas pequefios y las estructuras de colageno, las cuales son

mas densas en los polos temporal y nasal. A la derecha se observa parte de la imagen a

mayor escala (9).

TABLA 1.2 Signos comunes de glaucoma en el disco optico y capa de fibras nerviosas.
Modificado de (17)

Copa

Aumento del area de la copa
Elongacion de la copa
Aumento de C/D (usualmente >0.6)
Asimetria de C/D entre ojos (usualmente >0.2)
Cambios en Iamina cribosa
e Abombamiento
* Adelgazamiento

* Visibilidad de los poros

Anillo neurorretinal J

Pérdida del patréon ISNT
Pérdida focalizada de CFNR
Palidez
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TABLA 1.2 Signos comunes de glaucoma en el disco optico y capa de fibras nerviosas.

Modificado de (17) (continuacion)

. ) e Defecto de cufia localizado
Capa de fibras nerviosas )
¢ Defectos difusos

* Hemorragias en llama
* Vasos en bayoneta
Vascular * Vasos circumpapilares
* Vasos perforantes

* Desplazamiento hacia nasal del pediculo

) o * Comunes, pero no especificos al glaucoma (zona alfa
Cambios peripapilares
y beta)

1.1.6. Modelos de glaucoma experimental

La realizacion de experimentos para mejorar el conocimiento sobre los procesos
patoldgicos glaucomatosos y descubrir tratamientos potenciales, es dificil en humanos. Por una
parte, el dafio presente al momento del diagnostico imposibilita el estudio del desarrollo de la
enfermedad desde el comienzo, y por otra, obtener retinas en un estado patoldgico equivalente es
raro, lo que confunde las comparaciones y limita las conclusiones (56). Ademas, como regla, sélo
pueden usarse 0jos post-mortem (57), debido a la evidente restriccion ética que supone la induccion
de glaucoma en seres humanos.

Por lo tanto, es mas facil hacer experimentos en cultivos celulares 0 modelos animales, los
cuales son reconocidos como una herramienta Gtil para comprender mecanismos moleculares en
glaucoma e identificar componentes genéticos de la enfermedad, asi como también para el testeo
de medicamentos de glaucoma como prerrequisito para ensayos clinicos humanos (57). Los
estudios realizados en modelos animales han permitido una mejor comprension de los mecanismos
de formacion y evacuacion del humor acuoso, asi como la mantencion de la homeostasis de la

presion intraocular (58).
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Lamentablemente, los modelos de glaucoma en animales reproducen parcialmente la
complejidad del ambiente ocular humano (57). Para crear las condiciones adecuadas para
experimentos controlados, se han desarrollado modelos de glaucoma experimentales en las ultimas
décadas. Estos modelos tienen la capacidad de proveer la habilidad de examinar el inicio y la
progresion patoldgica, de manera reproducible y controlada (56).

Los modelos animales usados deben ser seleccionados en base a las necesidades
experimentales y a la hipdtesis que se desea probar. Por ejemplo, los modelos conseguidos tras
modificacion genética son preferibles para investigar los efectos de la elevacién de la P10 a largo
plazo (59).

Ninguno de los modelos animales existentes es perfecto y se deben considerar varios

factores al seleccionar un modelo de glaucoma (57) (ver Tabla 1.3).

TABLA 1.3 Consideraciones de los modelos de glaucoma

Similitud del sistema visual del modelo con el sistema visual humano

Similitud del tiempo de los eventos de cambios patoldgicos entre modelo y humano

La habilidad de aplicar manipulaciones genéticas

Entrenamiento necesario para producir modelos experimentales

El tamafio del ojo

Disponibilidad y dificultades de los métodos de analisis

Disponibilidad de animales

Costo

1.1.6.1.Conceptos generales de los modelos experimentales

La mayoria de los modelos de animales para el estudio del glaucoma funcionan en base a
la elevacion experimental de la PIO. Aunque ésta es s6lo uno de varios factores de riesgo conocidos
en glaucoma, se ha confirmado que la disminucién agresiva de la P10 es beneficiosa en un espectro

de glaucomas de angulo abierto. Por esto, es entendible la alta relevancia que tienen los modelos
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basados en el aumento de la presion intraocular en el estudio del dafio del nervio optico en GPAA
(60).

Debido a que la P10 es un factor de riesgo importante en el glaucoma humano, el enfoque
experimental cominmente mas utilizado es el del aumento de la P1O a niveles que consiguen la
muerte preferencial de las células ganglionares, sin que se cause dafio colateral a otras estructuras
oculares (61). Los modelos animales relacionados méas intimamente al glaucoma son aquellos en
los que hay elevacion moderada de la PIO a niveles similares a los vistos en humanos con
neuropatia optica glaucomatosa. Frecuentemente, estos modelos se logran aumentando la P10 por
medio de la disminucion de la salida del humor acuoso (62).

Generalmente los modelos son inducidos experimentalmente o heredados genéticamente.
Los modelos heredados tienen la ventaja de que pueden mostrar una forma de glaucoma crénica y
asociada a la edad, lo que les daria mayor semejanza al glaucoma humano en comparacion a los
modelos inducidos, pero su nivel de complejidad y costo los hace mas dificiles de conseguir. Los
modelos inducibles, en los que la PI1O se eleva artificialmente, son potencialmente mas controlables
y Menos costosos, aunque pueden generar resultados mas variables (63).

Existen varios modelos de glaucoma en animales que estudian la muerte de las células
ganglionares sin manipular los niveles de PIO. Aungue no son modelos estandar de glaucoma,
permiten la comparacion de procesos que llevan a la muerte de células ganglionares por medio de
insultos iniciales diferentes (57). La inyeccién de agentes excitotoxicos como glutamato o NMDA,
dafian predominantemente a las células ganglionares, por lo que simulan los hallazgos patol6gicos
vistos en glaucoma (62)

En la Tabla 1.4 se presenta una sintesis de los modelos méas importantes para el estudio del
glaucoma. En el Apéndice A se entrega informacion méas detallada sobre los modelos

experimentales en glaucoma.
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TABLA 1.4 Modelos experimentales para el estudio del glaucoma

tipo 1

Mecanismo Procedimiento Especie Ref.
Herencia Monos (64)
) No aplica
Espontanea Otros (65)
Inyeccion de glébulos rojos
Monos (66,67)
fantasma
] o Humanos (68)
Viscoelasticos i
Conejos (69,70)
., Ratas (71,72)
Intervencion
) Cerdos/
pre- Microesferas o (73)
Minicerdos
trabecular
Otros (74)
Cerdos/
. (73)
) ) o Minicerdos
@) Microesferas + viscoelastico
a Ratas (72)
©
@ Ratones (72)
©
*g Aplicacion topica de ]
] ) ) Varios (75,76,77)
£ . corticoesteroides
Z Intervencion
78,79,80,81
trabecular 5 , Monos (
Fotocoagulacién con laser ,82)
Ratas (83)
L Ratas (84)
Cauterizacion de venas
Intervencion . Cerdos/
epiesclerales o (85)
pos- Minicerdos
trabecular Inyeccion de solucion salina
) Ratas (86)
en venas epiesclerales
DBA/2) Rat6n (87,88)
o Mutacién MYOC Raton (89)
Transgeénico
Subunidad a-1 del colageno .
Raton (90)
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TABLA 1.4 Modelos experimentales para el estudio del glaucoma
(continuacion)
o) § Inyeccion de NMDA _
= o B Varios (91,92)
X 2 Inyeccion de glutamato
w o
Z 5 o .
g -8 Inmunizacién contra HSP60 y HSP27 Varios (93)
£ g
$
= = Inyeccidn de sustancias oxidantes Varios (94)
W g
(%2}
g Aumento de la presion hidrostatica en cultivos Varios (95)
O

1.1.7. Fisiopatologia de la neuropatia optica

El dafio axonal y el estrés crénico generan la muerte de las células ganglionares, la cual
ocurriria por apoptosis (96,97). La apoptosis, conocida también como muerte celular programada,
es un proceso genéticamente controlado que requiere energia y no involucra una respuesta
inflamatoria. Tiene por objetivo eliminar células que se encuentren en exceso, desgastadas
malformadas, o con dafio genético (98). En glaucoma, las células ganglionares de la retina y sus
axones se enfrentan a distintos mecanismos patologicos que pueden iniciar cascadas de
sefializacion de apoptosis celular en el soma de la célula ganglionar, conduciendo a la muerte de
ésta (38,99). Se ha demostrado que la muerte de las células ganglionares ocurre de manera
compartimentalizada, es decir, se activan vias apoptdticas que selectivamente llevan a la
destruccion de compartimentos individuales de éstas células (soma, axon, dendritas) (100).

La presion intraocular puede causar estrés mecanico y tension en las estructuras posteriores
del ojo, notablemente en la lamina cribosa, la cual se teoriza como el sitio de injuria inicial del

dafio glaucomatoso (36,101).
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Aunque los mecanismos de dafio glaucomatoso son poco conocidos, existen dos teorias
principales que explicarian los sucesos que conducen a la muerte de las células ganglionares y sus
axones: la teoria de dafio isquémico o vascular y la teoria de dafio mecanico.

La teoria vascular postula que la neuropatia glaucomatosa es causada por un suministro
insuficiente del flujo sanguineo en la cabeza del nervio dptico, debido al aumento de la presion
intraocular (15) y otras causas sistémicas que reducen la perfusion, como por ejemplo presion
arterial sistdlica elevada o vasoespamos (102,103). Esto genera una disminucion de la presion de
perfusion ocular (PPO), de la cual depende el traspaso de nutrientes de la sangre arterial al lecho
capilar, provocando isquemia que contribuye al dafio tanto de las células ganglionares como sus
axones (99,104). Los sujetos con alteraciones de la autorregulacion de los vasos sanguineos, o que
experimentan grandes fluctuaciones de presion sanguinea, corren mayor riesgo de progresion
glaucomatosa por la noche producto de las variaciones circadianas (tanto de presién arterial como
de la PPO), especialmente en casos de glaucoma normotenso (105).

La teoria de dafio mecénico sugiere dafio directo a las fibras nerviosas del nervio optico.
Las alteraciones fisicas en la cabeza del nervio dptico pueden llevar a la deformacion de ésta,
remodelacion de la ldmina cribosa y desalineamiento de sus perforaciones, lo que puede generar
dafio directo en los axones producto del aumento de la fuerza compresiva y consecuente disrupcion
del transporte axonal (14,15,18,106,107).

Ambas teorias no son mutuamente excluyentes; las dos pueden llevar a la reduccion del
flujo axoplasmico, interferencia en el aporte de nutrientes o eliminacion de productos metabdlicos,
deprivacion de factores de crecimiento, injuria oxidativa e iniciacion de dafio mediado por el
sistema inmune (15).

El dafio a los axones puede ocurrir mediante un nimero de mecanismos complementarios,
incluyendo los mencionados previamente y otros como disfuncion mitocondrial, activacion de vias
apoptoticas (intrinsecas y extrinsecas) y activacion glial (108). Por ejemplo, previo a la existencia
de dafio estructural, el estrés generado por la presion podria afectar perjudicialmente al suministro
sanguineo de los segmentos laminares de los axones mediante la deformacion de las estructuras de
tejido conectivo que contienen los capilares. Ademas, la remodelacién de la matriz extracelular de
las hojas laminares podria limitar la difusion de nutrientes a los axones de las células ganglionares
en la cabeza del nervio oOptico. Reciprocamente, la insuficiencia primaria en el suministro

sanguineo a la region laminar podria inducir cambios en el tejido conectivo, los cuales podrian
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debilitar a las hojas laminares, haciéndolas méas propensas a fallar bajo niveles de presion que
previamente eran seguros (13). Lo anterior reafirma la idea de que ademéas del aumento de la
presion intraocular hay una serie de factores involucrados en el desarrollo de la patologia, los cuales

se profundizan a continuacion.

1.1.7.1.Presion del liquido cefalorraquideo

La lamina cribosa se localiza entre dos compartimentos presurizados: el espacio intraocular
(por anterior) y el espacio subaracnoideo (por posterior). La diferencia de presién entre estos dos
espacios se ha denominado presion translaminar. En este contexto, la reduccion de la presion del
liquido cefalorraquideo (LCR) podria ejercer el mismo efecto que un aumento de la PIO. La
evidencia sugiere que la presion translaminar podria jugar un rol importante en la neuropatia éptica
glaucomatosa (109,110,111), ya que algunos estudios demostraron menor presion de LCR en
sujetos con GPAA, al compararse con controles. Se teoriza que la elevacion del diferencial de
presion, dirigido hacia posterior, podria contribuir al dafio del nervio éptico y abombamiento de la
lamina cribosa. De manera opuesta, si el diferencial de presién se dirige hacia anterior (lo que se
asocia al aumento de presion del LCR), podria causar papiledema (112).

1.1.7.2.Pérdida del soporte neurotrofico

El flujo axoplasmico o transporte axonal se refiere al proceso mediante el cual se movilizan
sustancias a lo largo del axon de un nervio. Este movimiento puede ser rapido o lento, aunque se
han descrito velocidades de transporte intermedias. Una caracteristica importante del transporte
axonal lento es que provee elementos para la mantencion y crecimiento de los axones (factores
neurotroficos). El flujo puede ser ortdgrado (desde la retina al nucleo geniculado lateral) o

retrogrado (del nucleo geniculado lateral a la retina) (113). La reduccion del flujo axoplasmico
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retrogrado puede estresar a las células ganglionares y causar su muerte por deprivacion de factores

neurotréficos, como por ejemplo el BDNF (114,115,116).

1.1.7.3.Excitoxicidad por glutamato

El glutamato, ademas de ser un neurotransmisor, s una neurotoxina potente (117,118) que
ejerce sus efectos excitatorios al unirse con receptores de glutamato como el NMDAR (119). En
condiciones normales, las concentraciones extracelulares de glutamato se mantienen bajas
mediante su regulacién constante por parte de los transportadores de glutamato (120,121)
conocidos como EAATS los cuales se localizan en neuronas y glia. En la retina se conoce la

expresion de cuatro:

e EAATL: También conocido como GLAST, es expresado por células de Miller
(121,122,123,124,125).

* EAAT2: También conocido como GLT-1, se localiza en fotorreceptores y células
bipolares (123,124,125).

* EAATS3: También conocido como EAACL, se ha detectado en células horizontales,
ganglionares y amacrinas (126).

* EAATS: sociado con fotorreceptores y células bipolares (126).

Cuando el glutamato ingresa a las células de Midiller, es convertido por la glutamina
sintetasa (GS) a glutamina para ser almacenado. Posteriormente es liberado al espacio extracelular
para ser ingresado a la neurona pre-sinaptica y completar el ciclo del glutamato (ver Figura 1.6).

El correcto funcionamiento del ciclo del glutamato es importante para la supervivencia
neuronal, pues la presencia de cantidades excesivas de glutamato en el espacio extracelular puede
ser toxico para las neuronas retinales por sobre-estimulacién de los receptores de glutamato. En los
ultimos afios, la excitotoxicidad por glutamato ha sido propuesta como un mecanismo que

contribuye a la muerte de las celulas ganglionares (127).
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FIGURA 1.6 Ciclo del glutamato
El glutamato neuronal es sintetizado a partir de glutamina, la cual es suministrada por las
células gliales. El exceso de glutamato en el espacio extracelular es prevenido por la accion
de los transportadores EAATSs ubicados en las células gliales. Dentro de éstas, el glutamato se
convierte a glutamina por la enzima glutamina sintetasa, y posteriormente es liberada para

ingresar a la neurona pre-sinaptica y completar el ciclo del glutamato. Modificado de (417).

1.1.7.4 Estrés oxidativo

Se entiende como estrés oxidativo al desbalance entre los procesos de generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los de remocion de éstas (128). Las ROS son metabolitos
parcialmente reducidos de oxigeno molecular, formados por medio de una variada serie de
procesos: reacciones metabdlicas normales, vias de transduccidn y agentes ambientales (129). Son
generadas en variados sitios endogenos y exdgenos de la célula y a niveles bajos cumplen funciones
de sefializacion (128). Cuando la produccion de ROS se descontrola, o fallan los mecanismos
antioxidantes, éstas gatillan dafio de lipidos, proteinas y &cidos nucleicos (130), por lo que se piensa
que pueden contribuir a la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas, especialmente

aquellas relacionadas a la edad (128).
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Se ha implicado que el estrés oxidativo causa degeneracion de la malla trabecular,
contribuyendo asi a alteraciones en el flujo de salida del humor acuoso (131). También se ha
relacionado a la apoptosis de las células retinales y estimulacion de la sefializacion de la respuesta
inmune en glaucoma (132). Se debe tener en cuenta que como las CGR son neuronas del sistema
nervioso central (SNC), son especialmente susceptibles al estrés oxidativo debido a su tremendo
consumo de oxigeno y alta proporcion de &cidos grasos polinsaturados (133), por lo que las
modificaciones de las proteinas que generan las ROS en glaucoma las hace méas propensas al dafio
(134).

El exceso de ROS puede ser directamente toxico para las CGR, o bien puede contribuir a
la degeneracion secundaria, afectando a otros tipos celulares y estructuras retinales y/o del nervio
optico (128).

1.1.7.5.Sistema Inmune

El reclutamiento de células T a una zona especifica puede cumplir un rol inicial de
mecanismo protector, ya que permite un contacto temprano del sistema inmune con desechos
celulares, destruccion de células dafiadas y remocion de agentes patdgenos del SNC. Esto provoca
lo que se ha llamado "inmunidad protectora”, en que las células T reclutadas median la proteccion
de neuronas de condiciones degenerativas al proveer una fuente de citoquinas y posiblemente
neurotrofinas (135,136,137). Se sugiere que la inmunidad protectora ocurre como una respuesta
homeostatica a injurias para reducir la degeneracién secundaria de CGR.

En respuesta al estrés ambiental, fisico y quimico hay también liberacidn de proteinas de
choque térmico (HSP) (138), las cuales son una familia de proteinas chaperonas que participan en
el plegamiento, translocacion e interaccion proteica y renovacion de proteinas del citoesqueleto
(139,140,141). Se clasifican segun su tamario: las HSP de bajo peso molecular (HSP pequefias)
como la Hsp27, tienen un rol en la proteccidn frente a variados insultos y las HSP de alto peso
molecular (HSP grandes), como las Hsp70 y Hsp90 que actian como chaperonas en el plegamiento

de proteinas, oligomerizacion y translocacion (139).
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Pese a que la autoinmunidad protectora pueda gobernar el ambiente de la retina y nervio
Optico en condiciones de homeostasis, se ha propuesto que el componente adverso
neurodegenerativo resultante del fracaso en rectificar adecuadamente la respuesta inmune inducida
por la lesion inicial, puede acompafar la neurodegeneracion glaucomatosa. La presentacion de
antigenos neuronales al sistema inmune puede iniciar una respuesta inmune adicional, seguida por
expansion y reclutamiento secundario de células T patogénicas circulantes que puedan llevar a
neurotoxicidad mediada por antigenos, por medio de una "enfermedad neurodegenerativa
autoinmune” (142). Se ha sugerido que la injuria mediada por autoinmunidad ocurre
mayoritariamente, pero no de forma exclusiva, en pacientes cuya P1O no se encuentre elevada. En
estos pacientes, se cree que la patologia glaucomatosa puede comprender una enfermedad
autoinmune con especificidad de las CGR y sus axones (143).

El inicio, progresion y término de la respuesta inmune especifica de un tejido se determinan
principalmente por las interacciones entre las células T infiltrantes de tejido, células estromales del
SNC (en el caso del glaucoma: CGR, astrocitos y células de Miller) y macréfagos del tejido
(microglia). Si el resultado de la actividad del sistema inmune es perjudicial o beneficiosa para la

integridad y funcién del tejido, dependera de las complejas interacciones entre estas células (144).

1.1.7.6.Endotelina

Las endotelinas son un conjunto de péptidos producidos por variados tipos celulares en todo
el cuerpo (145). Existen tres subtipos, donde el mas estudiado corresponde al de endotelina 1 (ET-
1), la cual es producida por las células endoteliales y corresponde a un potente vasoconstrictor
(146,147). Sus receptores conocidos son ETay ETb (148).

En el ojo se han encontrado receptores ETa en la vasculatura retinal y coroidal y también
en el iris, mientras que los receptores ETh se ubican en los procesos ciliares, neuronas retinales y
glia (149,150,151,152). Ambos receptores se han detectado también en la lamina cribosa de la
cabeza del nervio Optico (153).

Debido al rol que cumple en la regulacion del flujo sanguineo, la ET-1 podria jugar un rol

importante en cualquier enfermedad ocular con efecto isquémico, por ejemplo, a través de
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alteraciones vasoespasticas o autorreguladoras (154). Adicionalmente es posible que la ET-1
contribuya a varios otros procesos patoldgicos ligados al glaucoma. Existe evidencia significativa
del rol del cuerpo ciliar y las propiedades de musculatura lisa que posee la malla trabecular en la

regulacion del flujo de salida del humor acuoso y por lo tanto, en el control de la P10 (155).

1.1.7.7.TNF-a

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es conocido por ser una citoquina pro-
inflamatoria involucrada en la respuesta inmune (156), que esta presente en una gran variedad de
patologias como diabetes, cancer, enfermedades neurodegenerativas y glaucoma (157).

El TNF-a no genera directamente neurodegeneracion, sino que su activacion desencadena
una cascada de sefializacion que conlleva a la muerte celular (158,159). Tras la union del ligando
TNF-a a sureceptor tipo 1 (TNF-R1), se activa la caspasa-8 e implica la participacion de elementos
pro-apoptoticos como BAX/BAK, asociados a la estimulacion de la apoptosis (160).

Existe evidencia de que en ojos humanos glaucomatosos hay un aumento en la expresion
de TNF-a y su receptor TNF-R1 (161), el cual se ha demostrado que esté involucrado en la muerte
de las células ganglionares (162,163) a través de la activacion de la via apoptética (162,164).

1.2. GLIA

1.2.1. Gliaen el Sistema Nervioso

El sistema nervioso esta compuesto por dos tipos de células: las neuronas, que constituyen
la unidad basica funcional del cerebro, y las células gliales, también conocidas como celulas de
sostén. Estas ultimas son una poblacidn heterogénea de células que se asocian a las neuronas y

tienen como funcion primaria el control del ambiente interno del sistema nervioso central (ver
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Figura 1.7). La palabra glia es de origen griego y significa “pegamento”, pues antiguamente se
pensaba que su Unico aporte era mantener las estructuras unidas (4). Ahora se sabe que este
concepto es erréneo pues su principal funcion, ademas de ser soporte estructural, es proteger y
mantener a las células. Asi pues, cumplen un rol fundamental en el funcionamiento normal del
cerebro. Al contrario de las neuronas, son células sin axones ni dendritas, ya que no propagan
potenciales de accidn, sino, mantienen el medio electroquimico, eliminan productos de desecho y
colaboran con el metabolismo y nutricion de las neuronas (5).
De manera general, las principales funciones de los distintos tipos de células gliales son
(4,5,165):

* Sostener a las neuronas, organizar los grupos neuronales y las conexiones sinapticas.

* Liberar factores de crecimiento y nutrir a las neuronas.

e Formar mielina.

* Digerir células en degeneracion y eliminar material de desecho neuronal.

» Captar neurotransmisores.

* Regular las propiedades de la terminal presinéptica entre nervio y musculo.

e Contribuir a la formacion de la barrera hematoencefalica, la cual previene la entrada
de sustancias toxicas al cerebro.

* Actuar como guia de las neuronas migrantes en el desarrollo embrioldgico del sistema

nervioso.

Existen dos tipos de glia en el sistema nervioso: la microglia y la macroglia, esta ultima

agrupa a los oligodendrocitos, células de Schwann, astrocitos y células satélite (ver Figura 1.8).

1.2.1.1.Microglia

Las células de la microglia provienen del sistema inmune y presentan un cuerpo celular
pequefio del que nacen procesos ramificados que se extienden en todas las direcciones. Su funcion
es proteger al sistema nervioso central en contra de distintos factores patdgenos (6). En un SNC

sano, estan en un estado de reposo aparente; sus procesos estdn en permanente movimiento
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“escaneando” el parénquima cerebral. De esta manera la microglia monitorea el area circundante,
preparada para la rapida deteccion de cualquier injuria celular y para la limpieza de productos
metabdlicos y restos de tejido generados como consecuencia de injuria, infeccion o enfermedades
degenerativas (6,166). La microglia en reposo expresa marcadores que son inherentes a funciones
inmunes, como las moléculas MHC clase 11 (167).

Cuando hay dafio cerebral, el nimero de células microgliales aumenta draméaticamente en
el sitio de injuria. Algunas de estas células proliferan desde la microglia residente del cerebro,
mientras que otras provienen de macrdfagos circulantes y otras células blancas que migran al area
lesionada y entran al cerebro a través de la vasculatura, adquiriendo un fenotipo especifico que las
distingue claramente de sus precursores (165).

Adicionalmente, la microglia puede secretar moléculas sefializadoras, entre las cuales

destacan las citoguinas, que modulan la inflamacion, supervivencia o muerte de las células (165).

Vaso
sanguineo

Axones i .
Mielinizados Oligodendrocitos

FIGURA 1.7 Relaciones de la glia con los somas, axones neuronales y vasos sanguineos en el
SNC. Modificado de (5).
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1.2.1.2.0ligodendrocitos

Los oligodendrocitos se encargan de formar y mantener la mielina de los axones del sistema
nervioso central, la cual es el resultado de la compactacion de multiples capas de la membrana
plasmatica de estas células. La mielina aisla bioeléctricamente segmentos de axones para acelerar
la velocidad de conduccion de los potenciales de accidn. Cada oligodendrocito puede enrollar desde
1 a 30 segmentos axonales de distintas neuronas. Entre cada vaina existe una porcion
desmielinizada de axdn llamada nodo de Ranvier (4,168), en donde se confinan la mayor cantidad
de canales i6nicos. Como no hay canales entre estos nodos, no hay una corriente de flujo y el
potencial de accién se propaga saltando de nodo en nodo, lo que se conoce como conduccion
saltatoria (167).

1.2.1.3.Células de Schwann

Las células de Schwann son células pequefias, con relativamente pocos procesos, que
forman las capas de mielina que envuelven a los axones del sistema nervioso periférico (SNP).
Cada una envuelve un segmento Unico de un solo axdn, por lo que se necesitan varias células de
Schwann para cubrir toda la superficie del axén. Al igual que en los oligodendrocitos, los espacios
ubicados entre los segmentos se llaman nodos de Ranvier (169).

Una de las grandes diferencias que tienen con los oligodendrocitos, es que estas células son
capaces de ayudar en la regeneracién de axones dafiados (5,168). Cuando un axén se corta, la
porcidn separada del cuerpo celular se degenera, pero una hilera de células de Schwann distales a
la injuria prolifera y forma un tubo que funciona como guia para la regeneracion del axén. Este
proceso es comun en el SNP pero no en el SNC, posiblemente porgue en éste no existen células de
Schwann (169). Otra diferencia con los oligodendrocitos es que las células de Schwann secretan
componentes de la matriz extracelular y producen una lamina basal que se situa por encima de toda

la extension de los axones mielinizados.
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1.2.1.4.Astrocitos

Los astrocitos son un conjunto de células de morfologia heterogénea (6), que cominmente
tienen somas irregulares en forma de estrella y numerosas prolongaciones (4). Si bien todavia no
se conocen completa y profundamente las funciones de los astrocitos, se reconoce que son células
elementales para el desarrollo correcto, organizacion y buen funcionamiento del sistema nervioso.
Algunas de sus funciones son regular la concentracion de potasio del espacio intercelular y capturar
los neurotransmisores de las zonas sinapticas luego de su liberacion, para mantener la eficiencia de
la sefializacion entre neuronas (4).

Tienen prolongaciones llamadas procesos astrociticos las cuales terminan en dilataciones
conocidas como pies astrociticos. Estos establecen diversos tipos de relaciones con cualquier parte
de la superficie libre de las neuronas, incluso a nivel sindptico. Cuando los pies terminales llegan
a la superficie del cerebro o de la médula espinal, forman la membrana limitante externa o glial,
que se ubica bajo la piamadre (169). De manera similar, cada vaso sanguineo en el SNC esta
cubierto por una capa de pies astrociticos que lo separa del tejido neural, desde donde obtienen los
nutrientes necesarios para apoyar al metabolismo de las neuronas (4,5). La relacién de los pies
astrociticos con las células endoteliales (de los vasos sanguineos) y la union de éstas tltimas entre

si (por uniones estrechas), dan origen a la barrera hematoencefalica la cual se encarga de filtrar

Astrocitos

Célulasde
Oligodendrocitos Schwann

FIGURA 1.8 Células gliales. Modificado de (4).
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selectivamente el paso de moléculas a través de los vasos hacia el SNC (169). La integridad
funcional de las uniones estrechas de las células endoteliales depende del funcionamiento normal
de los astrocitos (167).

En el crecimiento embrioldgico, los astrocitos se forman a partir de la glia radial, la cual se
origina desde los progenitores neurales (168). Estas células sirven como anclaje para la migracion
de neuronas hacia su destino final y juegan un rol critico en la definicion de la cito-arquitectura del
sistema nervioso central. Abarcan todo el parénquima cerebral en desarrollo y su forma de poste
permite que las neuronas inmaduras se envuelvan y movilicen alrededor de éstas. A medida que
el SNC madura, la glia radial retrae sus procesos y posteriormente desaparece del cerebro y se
transforma en astrocitos. A pesar de esto, algunas células de la glia radial permanecen en el cerebelo
(células de Bergmann) y en la retina (células de Mdiller) adulta (6,167) (ver Figura 1.9).

Neurona Migrante

FIGURA 1.9 Glia radial en el periodo de desarrollo embriologico.

La glia radial apoya y guia las funciones de las neuronas migrantes. En el desarrollo
temprano la glia radial abarca el grosor del parénquima cerebral en desarrollo. Los
procesos radiales de la glia estan indicados en azul, y a la derecha se destaca una neurona
migrante. Modificado de (168).
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1.2.1.5.Células Satélite

Las células satélite o capsulares rodean los cuerpos celulares neuronales en los ganglios
sensitivos y autondmicos del sistema nervioso periférico (169). Se piensa que estas células no sélo
dan soporte mecéanico a las neuronas, sino que también cumplen otras funciones esenciales como
controlar el microambiente, y enviar, recibir y transmitir sefiales quimicas, por lo que suelen
compararse con los astrocitos. Debido a que se encuentran en contacto directo con las neuronas, se
cree que ejercen un control importante del espacio extracelular, supliendo parcialmente la ausencia

de la barrera hematoencefalica en los ganglios sensoriales (170).

TABLA 1.5 Tipos de glia del sistema nervioso

Funcidn Localizacion

_ Soporte bioguimico, protector
Astrocitos o SNC.
y nutricional de las neuronas.

) o Soporte bioquimico, protector
Celulas satélite o SNP.
y nutricional de neuronas.

En reposo en SNC normal.
_ ) Proliferan en enfermedad para
Microglia o ] SNP y SNC.
eliminacion de detritos y

defensa del SNC.

) Mielinizacion,
Células de o
soporte bioquimico y SNP.
Schwann
estructural de axones.
Oligodendrocitos Mielinizacion. SNC.
Desarrollo embrioldgico.
) ) Guia de neuronas migrantes En adultos exclusivamente en:
Glia radial Lo _ ) )
en desarrollo embrioldgico. Retina (Células de Mdiller)

Cerebelo (Células de Bergmann).

SNP= Sistema Nervioso Periférico, SNC= Sistema Nervioso Central
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1.2.1.6.Cambios gliales frente a injurias

La microglia cambia su morfologia y expresion de antigenos en respuesta a casi cualquier
forma de injuria al SNC. Su respuesta puede ser beneficiosa y protectora, pero también puede ser
dafina (168). Cuando la microglia detecta algun factor perjudicial, se transforma a una forma
ameboide, pasando de un estado en reposo a uno activo, en un proceso conocido como activacion
microglial. Esta es gatillada por la liberacion de factores vasculares, neuronales o astrogliales. Las
células microgliales disminuyen el nimero de sus procesos y los engruesa, aumentan el tamafio de
sus somas y cambian la expresion de distintas enzimas y receptores para empezar a producir
moléculas de respuesta inmune (6,167). Luego, algunas células retornan a un estado proliferativo
y aumenta el nimero de células de la microglia en el sitio de injuria. Las células se vuelven moviles
y usan movimientos ameboideos para llegar al sitio de injuria. Si el dafio persiste y las células del
SNC comienzan a morir, las células microgliales se transforman y se vuelven fagociticas. El
proceso de activacion es gradual y consta de cambios complejos altamente coordinados, por lo que
la microglia activada presenta caracteristicas heterogéneas segun el tipo de patologia y el lugar
afectado (6).

La respuesta de los oligodendrocitos frente a injuria consiste en la expansion vy
vacuolizacion de su citoplasma y cambios picndticos de sus nucleos. El dafio grave de los
oligodendrocitos puede generar desmielinizacion de las fibras nerviosas (171).

Frente a una variedad de desérdenes del SNC los astrocitos se hipertrofian, y en algunos
casos, sufren hiperplasia, por ejemplo, frente a la neurotoxicidad por infecciones virales,
desdrdenes neurodegenerativos, virus de inmunodeficiencia humana, demencia, esclerosis
maltiple, inflamacion y trauma (171) (ver Figura 1.10).

El término gliosis o activacion glial describe varias respuestas atipicas de la glia asociadas
a un estado patologico. La gliosis puede incluir hipertrofia celular, cambios en la expresion de
genes, morfologia, migracion y, menos frecuentemente, proliferacion. En el SNC, las células
gliales se vuelven reactivas producto del dafio neuronal y perturbaciones del ambiente. La gliosis
puede variar dependiendo del tejido, especie, tipo de célula glial y tipo de insulto (172). Este
conjunto de cambios que se generan frente a una injuria celular, se asocian a un aumento de la
regulacién de GFAP y formacion de filamentos, que en ciertos casos genera una red densa en las

areas de degeneracion neuronal, produciendo una cicatriz glial (171).
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FIGURA 1.10 Astrocitos reactivos.

En respuesta a injuria, los procesos celulares de los astrocitos reactivos muestran signos de
hipertrofia. La inmunodeteccién del filamento intermedio GFAP (en verde) revela astrocitos
en un hipocampo sin lesiones (a la izquierda) y astrocitos activados en el hipocampo de
ratones 4 dias después de lesiones corticales con signos claros de hipertrofia de procesos
astrociticos (derecha). Modificado de (414).

1.2.2. Glia Retinal

En la retina humana existen tres tipos de células gliales: los astrocitos, las células de Muller

(conocidas como macroglia) y la microglia (6).

1.2.2.1.Microglia

Las células microgliales tienen un rol importante en la respuesta inmune y se activan cuando

existe dafio neuronal.
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En el tejido normal, la microglia esta en reposo y tiene una forma estrellada, un ndcleo
pequefio y un cuerpo con numerosas ramificaciones (173). Cuando hay inflamacion o injuria, las
células pasan a un estado activo para desempefiar una serie de funciones beneficiosas para la
supervivencia neuronal. Esto incluye cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos que
permiten la limpieza de detritos toxicos y la liberacion de factores neurotréficos y antiinflamatorios
(ver Figura 1.11). Las células microgliales se comunican con otras células gliales y neuronas para
regular su estado de activacion y fagocitosis (166).

La microglia en reposo se localiza en las regiones vasculares de la capa de fibras nerviosas,
capa de células ganglionares y las capas plexiformes interna y externa (174). En el nervio optico
se ubican en las paredes de los vasos sanguineos y alrededor de los capilares. En la [amina cribosa
se presentan en la matriz extracelular de las placas cribiformes y en la region poslaminar se
encuentran células en las columnas gliales con una forma mas alargada, con procesos delgados y
ubicadas paralelas a los paquetes nerviosos (175).

Dependiendo del estrato retinal en el que se ubiquen, la microglia tiene una morfologia
caracteristica. Es elongada en la retina superficial, alargada y ramificada en la retina media, y
pequefia, redondeada y menos ramificada en la retina profunda (176).

Para la identificacion de la microglia en los distintos estratos retinales, uno de los
marcadores microgliales méas utilizados es el Ibal (molécula adaptadora de unién a calcio ionizada
tipo 1) (177), que es una proteina involucrada en el proceso de fagocitosis de estas células (178).
Se ha demostrado que el incremento significativo de Ibal indica activacién y proliferacion
potencial de la microglia (179,180,181,182). Otro marcador microglial, el OX-42, es un anticuerpo
que reconoce a un receptor del complemento expresado en la microglia (183) y cuyo aumento en
retinas dafiadas permite identificar las zonas de activacion y distribucion de las células microgliales
(184,185).

1.2.2.2.Astrocitos

Los astrocitos son las células gliales con mayor prevalencia en la cabeza del nervio 6ptico

y estan intimamente asociados a las neuronas y vasos sanguineos circundantes. Esta estrecha
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FIGURA 1.11 Representacion esquematica de las etapas de la activacion microglial.

La microglia en reposo tiene un soma pequefio y muchos procesos delgados y largos. La
microglia activada se caracteriza por procesos pequefios, mas cortos y un soma mas grande.
La fase final de la activacion es representada por la microglia fagocitica o0 ameboide, que

actlia como un macrofago de tejido (6).

relacion sugiere que juegan un rol potencial en la regulacién del flujo sanguineo en la CNO y en la
retina, de manera similar a como lo hacen en el SNC (186).

Los astrocitos se destacan por mantener la integridad de la barrera hematorretiniana
(rodeando la superficie de las células endoteliales de los vasos sanguineos), brindar soporte a los
axones, mantener la homeostasis de iones extracelulares, glucosa y otros metabolitos, regular el
PH extracelular y mantener la estructura de la lamina cribosa a través de la produccion de colageno
y elastina (187,188). Ademas, los astrocitos suministran sustratos a las neuronas (189) y lideran la
remodelacion de la cabeza del nervio dptico frente a dafio patoldgico, como por ejemplo en
glaucoma (188).

Por otro lado, tienen un rol fundamental en el desarrollo de la vasculatura retinal (ver Figura
1.12). En este periodo, se encargan de guiar y mantener los plexos neovasculares que formaran la
vasculatura retinal. Los astrocitos responden a la hipoxia mediante la secrecion de factores de
crecimiento, los que dan inicio a la proliferacion de células endoteliales y la vascularizacion de la

retina. De esta manera, emergen de la cabeza del nervio Optico y extienden sus procesos a través
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FIGURA 1.12 Astrocitos en el desarrollo embriologico de los vasos retinales en un raton
transgenico.

Los vasos retinales se desarrollan en intima asociacion con los astrocitos retinales. (a) Los
astrocitos retinales (GFAP, en verde) emergen desde la cabeza del nervio 6ptico antes que
emerjan los vasos retinales, los que subsecuentemente crecen a lo largo de la plantilla
astrocitica. (b) Los vasos retinales maduros (rojo) son envueltos por astrocitos (verde)
ayudando a formar la barrera hematorretiniana (en azul se observa la CFNR). Modificado de
(190)

de la retina neural, en conjunto con las células de Miller, formando una planilla astrocitica que
permite la migracion de los vasos en formacion a su destino. A medida que la vasculatura madura,
los astrocitos se envuelven alrededor de los vasos recién formados. Esta asociacion se mantiene

durante toda la vida como componente de la barrera hematorretinal interna (190).

Con respecto a su distribucion, hay astrocitos que acompafian a los axones en su giro de
90° en la CNO (186). En el anillo neurorretinal, la membrana limitante interna se continlla como
la membrana limitante interna de Elschnig (191), separandolo de la superficie del vitreo adyacente.
Esta se compone de 2 a 3 capas de astrocitos, cuya disposicion paralela permite que sus procesos
formen una red. Al centro del disco, los astrocitos se concentran formando un engrosamiento que
se denomina menisco de Kuhnt (192) (ver Figura 1.13).

En la regidn pre-laminar, los astrocitos tienen sus nacleos organizados en columnas (193)
y sus procesos se ubican perpendicularmente a las fibras nerviosas (186) envolviendo a los

fasciculos nerviosos, lo que forma una estructura de apariencia similar a una cesta (193). Los
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astrocitos que separan la retina del nervio dptico forman el tejido intermediario de Kuhnt y los que
separan al nervio éptico de la coroides constituyen la membrana limitante de Jacoby (192).

En la region laminar los astrocitos siguen la misma disposicion columnar (173) y se ubican
en los espacios entre las ldminas de colageno, extendiendo sus procesos alrededor de los paquetes
axonales (186) y revistiendo la pared interna de los poros de la ldmina cribosa (192) (ver Figura
1.14).

En la region retrolaminar los astrocitos comparten espacio con los oligodendrocitos, los
cuales mielinizan los axones de las células ganglionares (194). La cantidad de astrocitos que rodean
los paquetes axonales es considerablemente menor en esta zona (194). Existe un grupo de astrocitos
que separa al nervio éptico de las vainas meningeas denominado manto periférico glial de Greef
(192).

Adhesiones a
vitreo

Células de
Miller

MLI Menisco Central
de Kuhnt

MLE

EPR

Tejido Intermediario
Membranade de Kobnt

Bruch

AXxones
|

FIGURA 1.13 Estructuras de la retina que bordean la cabeza del nervio éptico.
El tejido intermediario de Kuhnt separa la retina de la cabeza del nervio éptico. Hacia

interno se denota la membrana limitante interna y hacia externo membrana limitante externa.
Modificado de (191).
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FIGURA 1.14 Esquema de placas cribiformes de lamina cribosa.

Dibujo de placas cribiformes de la lamina cribosa con paquetes axonales pasando a través de
los poros. En el Gnico poro sin fasciculo axonal, se aprecian los astrocitos adosados a su

pared interna (192).

En la retina también existen astrocitos localizados en la CFNR y CCG (195). En la capa de
células ganglionares los astrocitos son estrellados, su soma es oval y sus procesos forman un patrén
de panal de abeja que siguen el recorrido de vasos y capilares de esa zona (196). Existe una mayor
cantidad de éstos en la periferia y periferia media de la retina, en comparacion a la retina
peripapilar. En la capa de fibras nerviosas de la retina los astrocitos son alargados. Sus procesos
estan orientados de forma paralela a las fibras nerviosas (197) y no tienen contacto con las
arteriolas, pero si con los capilares peripapilares de esta zona (198). Se distribuyen en su mayoria
en la retina peripapilar y periferia media.

Existe un tercer tipo de astrocito que se caracteriza por tener procesos delgados
multidireccionales en la retina peripapilar superficial (186).

En general, la mayor densidad de astrocitos se ubica en la retina central. En la retina
periférica estan escasamente distribuidos, mientras que en las areas avasculares de la retina, como
la fovea (dentro de los 0.4 mm especificamente) y la ora serrata, no hay astrocitos, por lo que la
unica macroglia presente en areas avasculares corresponde a las células de Muller (198).

Para la identificacion de astrocitos, se suele marcar la proteina acida fibrilar glial (GFAP)
la cual corresponde al mayor componente de los filamentos intermedios que conforman el

citoesqueleto de los astrocitos. La GFAP ha sido utilizada como marcador astroglial en condiciones
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normales (199) y patoldgicas, mediante técnicas inmunohistoquimicas. Otro marcador de astrocitos
es el S100, el cual se destaca por marcar mejor los somas que los procesos celulares (200), sin

embargo, no es tan utilizado como el GFAP.

1.2.2.3.Células de Mdller

Las células de Miller son las principales células gliales de la retina y cumplen una variedad
de roles esenciales para la funcion de ésta, brindando soporte a neuronas y fotorreceptores (108).
Entre estas funciones se destaca la regulacion del volumen del espacio extracelular, control de la
homeostasis, mantencion de la barrera hemato-acuosa interna, amortiguacion frente a
deformaciones mecanicas de la retina, e intervencidn en la actividad sinaptica a través del reciclaje
de neurotransmisores, liberacion de gliotransmisores y otras sustancias neuroactivas (201).
Ademés de las funciones nombradas, se les ha atribuido la funcion de guiar la luz a los
fotorreceptores actuando como una fibra dptica, evitando la dispersion de la luz y transfiriéndola
desde la superficie retinal hasta los fotorreceptores (202).

La retina humana contiene de 8 a 10 millones de células de Miiller (173) y cada una de éstas
establece contacto con un grupo de neuronas retinales, formando una unidad columnar en que la
célula de Muller es la estructura central. Cada una de estas células soporta 16 neuronas en la retina
humana (6).

Las células de Muller tienen una morfologia caracteristica (ver Figura 1.15), su soma se
ubica en la capa nuclear interna y sus extremos se orientan verticalmente, abarcando préacticamente
todo el grosor retinal. Su segmento externo, que se proyecta hacia el espacio subrretinal, se une a
los segmentos internos de los fotorreceptores a través de uniones adherentes, formando parte de la
membrana limitante externa (203). Su segmento interno, cuya porcion terminal se le denomina pie
terminal, forma parte de la membrana limitante interna, la cual separa a la superficie vitrea de la
retina (204).

Las células de Miuiller emiten, ademas, procesos longitudinales que se extienden y
constituyen un enlace anatdmico y funcional entre las neuronas, vasos retinales, cuerpo vitreo y

espacio subretinal (201).
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Las células de Miller se orientan radialmente, formando un patron denso y regular (como
un panal de abejas), y se ubican en todas las regiones de la retina, excepto en la cabeza del nervio
optico. Sin embargo, su densidad y morfologia cambia en las distintas zonas de la retina. Aquellas
localizadas cerca de la ora serrata son mas cortas, sus segmentos internos y externos son mas
gruesos, sus terminaciones son mas amplias y estan presentes en menor densidad en comparacion
a las zonas mas centrales (205).

Al igual que en los astrocitos, la proteina acida fibrilar es Gtil como marcador de la
reactividad de las células de Miller. Se ha demostrado que en condiciones normales, las células de
Muiiller no expresan cantidades significativas de GFAP (206,207), sin embargo, en condiciones
patologicas como el glaucoma, se expresa intensamente (208,209). Esto ha permitido utilizar el
GFAP como marcador de células de Mdller, exclusivamente en condiciones de injuria.

También se puede identificar su activacion a través de la vimentina y la nestina. La primera
corresponde a un componente del citoesqueleto de las células de Miller que aumenta su expresion
frente a injuria (210) y la segunda es una proteina de filamento intermedio que se suele utilizar

como marcador de células progenitoras neurales (211,212,213).

FIGURA 1.15 Célula de Miiller. Modificado de (201).
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1.2.2.4.0ligodendrocitos

En la retina y en la cabeza del nervio dptico no existen oligodendrocitos, pero es posible
encontrarlos posterior a la ldmina cribosa, donde mielinizan los axones de las células ganglionares.

Rara vez la mielinizacion se extiende intraocularmente (<1%) (214).

1.2.2.5.Células de la Iamina cribosa

Las células de la lamina cribosa se diferencian de los astrocitos debido a que no expresan
GFAP (in vivo o in vitro), marcadores vasculares especificos, ni marcadores microgliales (215).

Las células de la lamina cribosa extienden procesos delgados al centro de las placas
cribiformes, que contactan procesos astrociticos. Se desconoce si las células de la [amina cribosa
son de origen fibroblastico, vascular o neural. El patron de expresion de la matriz extracelular y las
moléculas de superficie celular, sugieren que la lamina cribosa representa un tipo celular Gnico en

la cabeza del nervio Optico (216).

1.2.2.6.Activacion glial

La capacidad de las celulas gliales de responder frente a cualquier dafio hacia las neuronas
circundantes se llama gliosis reactiva o activacion glial (7). Es el conjunto de mecanismos
morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos que ocurren en las células gliales para proteger al tejido
del dafio, promover su reparacion y limitar la remodelacion del mismo (8). Se ha demostrado que

los astrocitos y células de Miiller se activan en distintos estados como isquemia retinal, diabetes,
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glaucoma (7) y otros. La intensidad de la gliosis retinal varia segun el tipo de estimulo patologico
y severidad del insulto (8).

La gliosis puede ser conservativa o proliferativa. En el caso de la primera hay un incremento
en la expresion de GFAP y cambios funcionales, mientras que en la segunda, ademas de existir lo
anteriormente mencionado, hay aumento en el niumero de células gliales y migracion de las mismas
(217).

Se han observado diversos cambios en los distintos tipos de células gliales presentes en el
0jo, como hipertrofia, proliferacion, migracion, liberacion de citoquinas y factores especificos, en
respuesta a variadas clases de injuria patoldgica (218,219,220). Sin embargo, estos cambios que
buscan proteger y beneficiar la regeneracion de las células ganglionares, pueden derivar en un

efecto perjudicial y contribuir a la muerte celular debido a la sobreactivacion (108).
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CAPITULO 2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Sistematizar los estudios que aborden los cambios gliales retinales y del nervio 6ptico en glaucoma,

de acuerdo a la evidencia cientifica actualizada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o  Establecer el rol de la glia en la muerte o supervivencia de las células ganglionares en
glaucoma.

e Identificar cuéles son las principales moléculas involucradas en los cambios a nivel glial en
glaucoma y su contribucidn a la patologia.

e  Establecer cuél es el tipo de célula glial estudiada con mayor frecuencia en los estudios.
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CAPITULO 3 MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de la investigacion corresponde a una revision sistematica. Los hallazgos de la
busqueda pretenden evaluar el rol que posee la glia en la fisiopatologia del glaucoma primario de
angulo abierto.

La revision sistematica es una herramienta metodolégica que nace de la necesidad de poder
tener acceso a informacion de forma sintetizada y actualizada, sobre un tema ampliamente
investigado y cuya cantidad de informacion es de dificil manejo (221).

Segun el Centro Cochrane Iberoamericano, una revision sistematica resume los resultados
de estudios disponibles, sometidos a criterios de elegibilidad previamente establecidos, con el
objetivo de responder una pregunta especifica. A través de la sistematizacion de la informacion, se
aseguran resultados fiables para la extraccion de conclusiones (222).

Las revisiones sistematicas son estudios secundarios sobre tdpicos especificos que
identifican, seleccionan, evalGan, analizan y sintetizan estudios primarios. Se caracterizan por ser
estudios integrativos, observacionales y retrospectivos.

La investigacién se guia por la lista de comprobacion de revisiones sistematicas PRISMA,
la cual establece directrices para la publicacion de revisiones sisteméaticas y metaandlisis de
estudios que evalUan intervenciones sanitarias. EvalUa aspectos claves respecto a la metodologia y
conduccidn de este tipo de estudios (terminologia, estructuracion del resumen, formulacion de la
pregunta de investigacion, identificacion de los estudios y extraccion de datos, calidad de los

estudios y riesgo de sesgo, entre otros) (223).
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3.2. METODOLOGIA DE LA REVISION

3.2.1. Etapal Identificacion del problema

3.2.1.1.1dentificacion del problema

El gran nimero y la variada informacion que se encuentra disponible en las bases de datos
con respecto al rol de la glia y los cambios asociados a ésta en el glaucoma, dificultan obtener una
vision integral del tema, que permita considerar los distintos aspectos y hallazgos cientificos
existentes al respecto. Se hace necesario, por lo tanto, proveer una sintesis ordenada y accesible de

los cambios que ocurren en las células gliales en glaucoma.

3.2.1.2.Pregunta de investigacion

La pregunta de investigacion en este estudio es: ¢ Cudles son los cambios a nivel de la glia

en glaucoma?

3.2.2. Etapa 2 Busqueda de Literatura

3.2.2.1.Bases de datos

Cinco fuentes, algunas de ellas proporcionadas por la Universidad de Valparaiso, son las

elegidas para la realizacion de la busqueda:
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e www.pubmed.org
* www.sciencedirect.com
e www.webofknowledge.com
e www.scielo.org

e lilacs.bvsalud.org

3.2.2.2.Términos de busqueda

Cada base de datos permite hacer una busqueda avanzada mediante el uso de operadores
booleanos (AND, OR, NOT), los cuales facilitan el proceso al vincular los términos entre si y
definiendo la relacion entre ellos (224).

Los términos a utilizar son: "Glia* AND Glaucoma". La palabra “AND” se aplica para que
la busqueda incluya estudios que usen ambos términos simultdneamente, sin que necesariamente

32 32)

se encuentren en el mismo orden o secuencia. El asterisco que acompaifia a la palabra “Glia”
permite incluir cualquier variante de este término, por ejemplo, “glial” o “microglia”.

Los términos tienen el mismo significado en inglés y espafiol (el uso de tildes no representa
una diferencia), por lo que en el caso de las bases de dato latinoamericanas no es necesario

traducirlos.

TABLA 3.1 Filtros aplicables y disponibles segun las bases de datos

Buscador Filtros

Campo de Busqueda: Titulo y Resumen
PUBMED Fecha de Publicacion: 2005-2015
Idioma: Inglés, Espafiol

Campo de Busqueda: Titulo-Resumen-Palabras Claves
Science Direct Fecha de Publicacion: 2005-2015

Tipo de Publicacion: Revistas
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TABLA 3.1 Filtros aplicables y disponibles segun las bases de datos (continuacion).

Web of Knowledge

Campo de Busqueda: Titulo-Resumen-Palabras Claves
Fecha de Publicacion: 2005-2015
Idioma: Inglés, Espariol

Campo de Busqueda: Resumen

SCIELO Fecha de Publicacion: 2005-2015
Idioma: Inglés, Espariol
Campo de Busqueda: Titulo, Resumen, Asunto
LILACS Fecha de Publicacion: 2005-2015

Idioma: Inglés, Espariol

3.2.2.3. Proceso de busqueda

Tras el ingreso de los términos, se deben aplicar los filtros disponibles segln cada base de
datos. Todas permiten filtrar por "campo de bdsqueda: resumen” y “fecha de publicacion: 2005-
2015”. Cabe mencionar que algunas bases ademas de buscar en el resumen (abstract), lo hacen en
el titulo y/o palabras claves (Ver tabla 3.1). SCIENCEDIRECT es el tGnico de los buscadores

utilizados que no permite filtrar por idioma.

3.2.2.4.0rganizacion de los resultados

Las bases de datos habilitan la exportacion de la lista de resultados de la blsqueda a

archivos que pueden ser leidos por programas como EndNote, el cual permite organizar los datos

bibliograficos de manera rapida y sistematizada.
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Se utiliza el programa EndNote (version X7.0.1) para la recoleccion de la informacion de

los resultados obtenidos en cada base de datos y eliminacion de aquellos que se encuentren
repetidos, lo que permite conseguir una lista del total de estudios.

La lista final de resultados, sin duplicados, se exporta al programa Excel. En este, se genera

un listado que contiene los datos mas relevantes de cada estudio: afio de publicacion, autores, titulo

y resumen.

3.2.3. Etapa 3 Seleccion de los estudios

3.2.3.1.Seleccidn de estudios por titulo-resumen

Se procede a la lectura de cada uno de los resumenes de los estudios del listado. Cada
revisora califica los estudios segun su relacion con el tema en revision. Si la investigacion trata la
relacion glia-glaucoma, las revisoras califican “SI”, en caso contrario califican “NO”. Esto se repite
con cada uno de los estudios del listado. Ademas de escribir las respuestas en la planilla, se escribe
un veredicto final, de acuerdo a las calificaciones de las revisoras. Las diferencias de opiniones se

discuten para llegar a un acuerdo final.

3.2.3.2.Aplicacidn de criterios de elegibilidad

Una vez seleccionados los estudios, se procede a la eliminacién de los estudios que no

cumplen con los criterios de elegibilidad:

* Criterios de inclusion
o ldioma: espafiol e inglés.
o Afo de publicacion: desde 2005 — 2015.
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o Tipo de estudio: estudios primarios (estudios clinicos aleatorizados, estudios
de cohorte, series de casos, estudios en animales, reportes de caso, estudios in
Vitro).
o Especie: humanos y animales.
o Zonaen estudio: retina y nervio éptico.
* Criterios de exclusion

o Tipo de estudio: estudios secundarios (revisiones sistematicas, guias clinicas).

Adicionalmente, se afinaron los criterios segun especie:

TABLA 3.2 Criterios de elegibilidad especificos por especie
CRITERIOS CRITERIOS
DE INCLUSION DE EXCLUSION

* Sujetos con patologias

» Patologia: glaucoma _ o
o ] retinales o condiciones
primario de angulo
_ oculares que puedan
abierto. ) )
HUMANOS ) ) intervenir en el proceso
* Edad sujetos de estudio: o .
] fisiopatologico.
sujetos mayores a 40 ) ]
y e Sujetos sometidos a
afios o
cirugias oculares.

* Sujetos con patologias

) ) retinales o condiciones
» Subespecie: primates,
) oculares que puedan
roedores y porcinos. ] _
intervenir en el proceso
* Uso de modelos de o o
ANIMALES fisiopatoldgico
glaucoma
_ glaucomatoso.
experimentales, o _
) * Modelos de aplastamiento
glaucoma espontaneo. y )
y transeccion del nervio

optico.
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3.2.3.3.Seleccidn de estudios mediante lectura de texto completo

Tras la eliminacion de estudios en la etapa de aplicacion de criterios de elegibilidad, se
procede a la lectura completa de los estudios. Cada revisora debe leer y calificar las investigaciones
segun su relacion con el tema en revision. Si la investigacion trata la relacion glia-glaucoma, las
revisoras deben calificarlo “SI”, en caso contrario deben calificarlo “NO”. Esto se repite con cada
uno de los estudios del listado. Una vez escritas las respuestas en la planilla, se escribe el veredicto
final, de acuerdo a las calificaciones de las revisoras. Las diferencias de opiniones se discuten para

Ilegar a un acuerdo final.

3.2.3.4.Validacion de los estudios

Esta etapa consiste en la validacion de los estudios encontrados, por medio de herramientas
que permiten evaluar la metodologia y riesgo de sesgo que pudiesen afectar los resultados
obtenidos.

Las investigaciones médicas basicas incluyen experimentos en animales y estudios de
laboratorio, a nivel celular, bioquimico, genético y fisioldgico (225). Los estudios en animales son
“estudios en los cuales se miden variables de laboratorio, o donde se administra un tratamiento a
animales vivos y se examina su efecto” (226), mientras que los estudios de laboratorio son
definidos como “investigaciones en los que se examinan preparaciones de tejidos, células, sistemas
u organos humanos o animales en laboratorios, para comprender mejor los mecanismos de las
patologias” (226). Por lo tanto, debido a las caracteristicas de la pregunta de investigacion de la
revision, es probable esperar como resultados de la revision un gran namero de estudios de
laboratorios, para los que actualmente no existe una escala o herramienta que permita validarlos.
De esta forma, se reserva la validacion de los estudios y se opta por la aplicacion rigurosa de los

criterios de elegibilidad establecidos.
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3.2.4. Etapa 4 Sintesis de los estudios

Los estudios presentes en esta etapa son sintetizados para responder a la pregunta de
investigacion. En esta etapa se identifica el tema principal de cada estudio para clasificarlo segin
el contenido, con el fin de facilitar tanto la sintesis como el orden de los resultados. Para este
propdsito se crea una tabla que contiene el titulo de cada estudio, afio de publicacion, los autores y
los resultados obtenidos.
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CAPITULO 4 RESULTADOS

4.1. DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS DE LA BUSQUEDA

Busqueda: 28 de Enero del 2015

Resultado: 582 estudios
PUBMED: 199
SCIENCE DIRECT: 66
WEB OF KNOWLEDGE: 317
SCIELO: 0
LILACS: 0

> 235 estudios eliminados

A 4

347 estudios sometidos a lectura
de titulo y abstract

> 184 estudios eliminados

163 estudios sometidos a
criterios de elegibilidad

58 estudios eliminados

A 4

A 4

105 estudios sometidos a lectura
de texto completo

> 23 estudios eliminados

y

82 estudios sometidos a etapa de
validacion*

0 eliminados

\ 4

y

Total: 82 estudios

FIGURA 4.1 Diagrama del proceso de busqueda.
El numero total de estudios encontrados fue 347, los cuales finalmente disminuyeron a 82 al
eliminar aquellos que no se relacionaran con el tema en estudio tras lectura de titulo y
resumen, que no cumplieran con los criterios de elegibilidad y no se relacionaran con el tema

tras lectura del texto completo. (*) Los estudios no pudieron ser sometidos a validacion.
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4.2. NUMERO DE ESTUDIOS

La busqueda se realizo el 28 de enero del 2015 y el nimero de estudios resultantes tras la

busqueda en las bases de datos fue:

e PUBMED: 199
e Science Direct: 66
e Web of Science: 317

 SCIELO: 0
* LILACS: 0
TOTAL: 582

Al eliminar los duplicados con el programa EndNote, el nimero disminuyo a 347. Tras la
lectura de titulo y resumen de cada uno de los estudios de manera individual por las tres revisoras,
se seleccionaron aquellos que guardaron relacion con el tema de interés, resultando 163 estudios,
los cuales se sometieron a seleccion por criterios de elegibilidad, lo que disminuyd el nimero a
105. Posteriormente, los estudios se sometieron a lectura del texto completo, lo que resulté en 82
estudios restantes. Debido a que no existen escalas de validacion para el tipo de estudios
encontrados en la busqueda, el namero final de estudios sometidos a sintesis por parte de las

revisoras fue 82.

4.3. TENDENCIAS

Desde el afio 2005 se han publicado 347 estudios en las bases de datos mencionadas, que
incluyen los términos glia (y derivaciones) y glaucoma en su titulo y/o resumen. Al aplicar los
criterios de elegibilidad se observ variabilidad en la cantidad de estudios segun el topico y afio de
publicacién, que de todas maneras demostré una clara tendencia al aumento del namero de
investigaciones en el tiempo. Esto se interpreta como un incremento en el interés de investigacion

de la glia en glaucoma y se espera que continle asi en el futuro (ver Figura 4.2).
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CANTIDAD DE PUBLICACIONES SOBRE LA
ACTIVACION GLIAL EN GLAUCOMA (2005-2014)
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FIGURA 4.2 Gréfico de cantidad de publicaciones sobre la activacion glial en glaucoma
(2005-2014).

El gréfico representa aumento de numero de investigaciones con respecto a los resultados

obtenidos tras la busqueda de los téerminos “Glia* AND Glaucoma”.

El tipo de célula glial mas estudiada en los estudios sintetizados, fueron los astrocitos. En
segundo lugar, con un porcentaje de estudio cercano al de los anteriores, las células de Miiller. Por
ultimo, las células gliales menos estudiadas fueron la microglia y oligodendrocitos (ver Tabla 4.1).

Los calculos anteriormente mencionados seran analizados en la discusion.

TABLA 4.1 Porcentaje de estudio de los tipos de células gliales
Astrocitos 63 de 82 77%
Células de Mller 51 de 82 62%
Microglia 19 de 82 23%
Oligodendrocitos 4 de 82 5%

4.4. SINTESIS DE LOS ESTUDIOS

A continuacion, se presenta una sintesis de cada estudio, ordenados por categoria.
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CAPITULO 5 DISCUSION

Las células gliales juegan un papel fundamental en la mantencion de la homeostasis del
SNC (sistema nervioso central) y del nervio éptico, mediante la regulacion de iones extracelulares,
agua, glucosa, neurotransmisores (como el glutamato), y otros metabolitos (197). El alto nimero
de investigaciones dedicadas al estudio de los procesos desencadenados por la activacion glial
frente al dafio glaucomatoso demuestra el creciente interés de la comunidad cientifica en el rol de
la glia en la patologia.

En los estudios revisados existe una diferencia en la tendencia a la investigacion de los
distintos tipos de células gliales retinales y del nervio 6ptico. Como es de esperarse, el grupo celular
mas estudiado son los astrocitos, lo que concuerda con el mayor reconocimiento que poseen en el
SNC y su protagonismo a nivel de la cabeza del nervio dptico. Luego le siguen los estudios sobre
las células de Miller, las cuales se extienden a lo largo de la retina y se relacionan directamente
con las células ganglionares (CGR), por lo que cualquier falla en la mantencién de sus funciones
podria afectar a las ultimas. En tercer lugar se encuentran los estudios sobre la microglia, los cuales
se orientan principalmente al rol que cumplen en la respuesta inmune y como ésta se vincula con
el glaucoma. En ultimo lugar se encuentran las investigaciones sobre los oligodendrocitos, los
cuales, al ubicarse en la zona retrolaminar, no se involucran directamente en la fisiopatologia del
glaucoma.

La respuesta de las células gliales a la injuria involucra alteraciones en su estructura e
implica cambios en la interaccion que mantienen con su medio, constituyendo una reaccion
compleja en la que se ven implicados diversos elementos (304). En consecuencia, la mejor manera
de estudiar el rol de la glia en glaucoma es analizando las distintas moléculas y vias involucradas
ligadas a la homeostasis celular, que pueden significar una contribuciéon o impedimento a la

supervivencia de las células ganglionares retinales (CGR).
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51. CAMBIOS ESTRUCTURALES Y MORFOLOGICOS EN LA
ACTIVACION GLIAL

El conjunto de cambios morfoldgicos y estructurales en la glia retinal ha sido denominado
activacion glial, gliosis retinal, o reactividad glial. En este estado, se generan una serie de cambios
morfologicos y funcionales, especificamente, se produce hipertrofia (227,249), retraccion y
reduccién del nimero de procesos secundarios, y aumento de procesos primarios (227) lo que ha
sido demostrado por distintos modelos experimentales de glaucoma. En cuanto a la densidad de la
red astroglial, se ha observado disminucion especialmente significativa en la periferia retinal tras
aumentar la presion intraocular en ratas (P10) (230).

A nivel del nervio optico, los astrocitos se vuelven ovoides/redondos, sus procesos se
vuelven altamente desorganizados (229), se engruesan (234) y se reorientan (243), incluso
atravesando los paquetes axonales (234), en respuesta a la elevacion experimental de la PIO. Se ha
visto que esto puede llevar a la alteracion de la morfologia columnar glial en ratas (237,305) y
ratones (184,233,234), lo que también es avalado por resultados similares en cerdos (229), cuyos
nervios épticos son méas semejantes a los humanos. También se ha observado hipertrofia de las
células de Miiller (228), asi como cambios morfoldgicos del soma y ramificaciones de la microglia
(239,185).

Dentro de la lamina cribosa los axones no tienen suministro sanguineo directo, sino que
dependen de la difusion de nutrientes de los capilares laminares a través del endotelio, pericitos,
células gliales y matriz extracelular, por lo tanto, los cambios morfolégicos probablemente
impactan la capacidad de los astrocitos de proveer soporte a los axones de las células ganglionares.

Se ha observado que los cambios morfoldgicos aparecen incluso antes de presentarse dafio
evidente en los axones de las células ganglionares (229,230,243). Algunas investigaciones
plantean que estas modificaciones serian reversibles, como lo sefiala un estudio con modelo de
cauterizacion de venas epiesclerales (236) y en otro con modelo de elevacion transitoria de la PIO
(234).

La idea de que los astrocitos inician un proceso de proliferacion producto del aumento de
la presion intraocular (305) ha cambiado con el tiempo. Algunas investigaciones mas recientes

plantean que so6lo la microglia prolifera de forma importante en estas condiciones, asi como en
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otros modelos (228,239,248,296), mientras que los astrocitos y celulas de Muller no sufren
proliferacion significativa (234). Sin embargo, algunos estudios con modelos experimentales por
inyeccion de endotelina-1 muestran proliferacion de células astrociticas en ratas (261), pero ésta se
podria atribuir a las concentraciones de endotelina propias del modelo, méas que a la fisiopatologia
tradicional del glaucoma.

Para la identificacion de las células que sufren los cambios previamente descritos, se
utilizan distintos marcadores celulares, los que permiten reconocer a las células gliales, su
ubicacion y distribucion en los distintos tejidos.

La proteina fibrilar acida glial (GFAP), es un filamento intermedio que forma parte del
citoesqueleto de los astrocitos y, en menor proporcion, de las células de Maller, por lo que en
condiciones normales es Unicamente marcador de astrocitos (206,209). Este se sobre-expresa
cuando existe una injuria en el tejido como consecuencia del dafio glaucomatoso, tanto en astrocitos
como en células de Miiller (209). Comparativamente, hay estudios que demuestran una tincién mas
intensa de células de Miller en relacion a los astrocitos (209,236). EI aumento de la produccion de
este neurofilamento implica un cambio en el citoesqueleto de la célula glial, concordante con los
cambios morfologicos ya mencionados. Aungue sujeto a técnicas de estudio y modelos de
elevacion de la PIO, se han encontrado diferencias en los niveles de GFAP; en algunos se
mantienen (292,294) y en otros disminuyen (229,296).

La activacién de las células de Muller se puede identificar también por medio de otros
marcadores como la vimentina y nestina. La primera corresponde a un componente natural del
citoesqueleto de las células de Miiller y en conjunto con GFAP, aumentan su expresion en los
procesos de éstas y adquieren de manera paulatina un patron desorganizado, en modelos de
glaucoma experimental (210). La nestina es una proteina de filamento intermedio, utilizado como
marcador de células progenitoras neurales (211,212,213) y su expresion varia segun el estado
funcional de las células (240). La nestina puede ser utilizada como marcador de injuria retinal, ya
que ésta aumenta significativamente su expresion en células de Muller tras el aumento de la P10,
lo que coincide con el inicio de la degeneracién de las células ganglionares en algunos estudios
(209).
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52. GLIAY MECANISMOS INMUNES/INFLAMATORIOS

Cada afio aumenta la evidencia de estudios clinicos y experimentales que sugieren un rol
del sistema inmune en glaucoma (306). No se sabe si los antigenos retinales detectados en el suero
sanguineo de pacientes glaucomatosos (307,308) son parte de la causa 0 consecuencia de esta
enfermedad. La activacion cronica de las células gliales en ojos glaucomatosos se acompafia de
aumento de la regulacién de los complejos mayores de histocompatibilidad molecular (MHC Il en
inglés) (175,309) los cuales ayudan a gatillar una respuesta inmune adquirida mediante la
presentacion de antigenos (310). Apoyado por observaciones in vitro, las células
inmunorreguladoras residentes pueden detectar sefiales de peligro que provienen de células
estresadas, e iniciar una respuesta inmune (245). En ratas (239) y ratones (242) el aumento de
MHC-II ocurre en la microglia, principalmente, y en la macroglia. Esta funcién de células
presentadoras de antigenos también fue observada en células gliales sometida a estrés oxidativo
(245). Adicionalmente, un estudio genético encontré un aumento de la regulacion de 34 de un total
de 38 genes relacionados con el sistema inmune, entre ellos MHC-11, en un modelo experimental
de glaucoma (292). El control inapropiado de las respuestas inmunes aberrantes inducidas por
estrés, probablemente hace que la inmunidad pase de ser protectora a neurodegenerativa (245), lo
que podria ser perjudicial para las células ganglionares y facilitar la progresion del glaucoma.

Las proteinas de choque térmico (abreviada HSP en inglés) cumplen un rol normalmente
protector ya que son inducidas en respuesta al estrés ambiental, fisico y quimico, aumentando su
expresion en ayuda a la supervivencia celular y promoviendo su recuperacién (311,312,313,314).
En glaucoma, en base a estudios humanos y modelos en animales, se ha identificado una elevacion
en los niveles de expresion de HSP27 tanto en la retina, asociado a células de la glia y CGR
(138,246,314), como en la cabeza del nervio 6ptico, asociado principalmente a las células
astrogliales de la lamina cribosa (314). También se ha encontrado aumentada la expresion de la
forma fosforilada de la HSP27 (pHSP27), la que ocurre en respuesta a elevacion de la P10, lo que
algunos autores especulan ocurriria con el objetivo de proteger a las CGR (138). Otro estudio, en
el que se aumenta la PIO experimentalmente, propone que HSP pequefias, como la anteriormente
nombrada, podrian proteger y estabilizar al citoesqueleto de astrocitos reactivos participando en la

transicion del estado en reposo, al fenotipo reactivo de estas células (315). Pese a la funcion
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protectora que cumple la HSP27, se ha planteado que el mismo aumento de su expresion podria
consecuentemente hacerla blanco del sistema inmune a medida que progresa la enfermedad
(316,317). Se ha encontrado un aumento en anticuerpos para HSP27, a los que se les podria atribuir
una disminucion de la capacidad protectora de ella (318).

En ratones D2, la activacion temprana de la macro y microglia, ha sido observada previo al
aumento de la P10, y su activacion puede generar un aumento de la expresion de genes relacionados
con la respuesta inflamatoria/inmune (293). Se ha demostrado que la microglia activada es capaz,

incluso, de fagocitar mielina de los axones de las células ganglionares de la zona poslaminar (231).

5.2.1. Efectos gliales en ojos contralaterales

Para estudiar el glaucoma, se utilizan modelos experimentales y posteriormente se observan
los cambios gliales en el ojo experimental, pero algunos estudios han demostrado que el aumento
de GFAP en células gliales activadas se presenta también en el ojo contralateral (no intervenido)
(230,236). Una posible explicacion es la participacion del sistema inmune (319), el cual podria
generar anticuerpos contra antigenos indeterminados, y en consecuencia, una reaccion cruzada que
activa la glia (230,236). Apoyando la participacion del sistema inmune en glaucoma, un estudio
encontré aumento de la regulacion de MHC-11 en el ojo sometido a aumento de PIO experimental

y también en el ojo contralateral (242).
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53. GLIAY TNF-a

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria que tiene una importante participacion como
intermediario en el sistema inmune y ha sido propuesto como mediador de la muerte de las células
ganglionares (320).

A nivel de la retina y nervio 6ptico, se ha encontrado un aumento de la produccion de
TNF-a. por parte de las células gliales en ojos de donantes humanos glaucomatosos (159,162,163)
y en cultivos (161). Se ha demostrado que se expresan receptores de TNF en las células
ganglionares y en las células gliales (161,162).

El incremento en la produccion de TNF-a detectado en glaucoma se ha identificado como
un mediador del proceso de muerte de las células ganglionares, por medio de la activacién de las
cadenas de caspasas, dafio oxidativo o generacion de especies reactivas de oxigeno por disfuncién
mitocondrial (161,321). No soélo se relaciona de forma directa con la activacion de la apoptosis,
sino que también interactla con una serie de procesos y mecanismos moleculares gatillados en
respuesta al estrés glaucomatoso, entre ellos, la induccion de Oxido nitrico, activacion de
metaloproteinasas, estimulacion de la sintesis de endotelina 1, por nombrar algunos (164,322,323).
Se ha asociado también a la actividad aberrante del sistema inmune, que facilita la degeneracion
de las CGR en glaucoma (306).

Las células gliales y las CGR poseen distintas susceptibilidad al dafio glaucomatoso y
responden de manera diferente al TNF-a.. Al ser expuestas al mismo estimulo glaucomatoso, las
células gliales sobreviven, mientras que las células ganglionares entran en apoptosis (161). Esta
diferencia se deberia a la capacidad de la glia de inhibir a la quinasa JNK, responsable de conducir
a la célula a muerte celular, por medio de la accion del regulador NF-kb (254,257). Se ha podido
observar la activacion de moléculas pertenecientes a la familia del TNF-o en la microglia, las Fas

y FasL, que también podrian jugar un rol en la muerte de las células ganglionares (185).
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5.4. GLIAY ENDOTELINA

Las endotelinas son péptidos con potentes propiedades vaso-constrictoras (147). Una de
ellas es la ET-1 la cual es sintetizada y liberada por los procesos ciliares del ojo (322,324,325). Los
receptores de endotelina son ETa y ETb (326,327,328,329). Este Gltimo se ubica principalmente
en células gliales y neuronales de la retina (149).

La endotelina tiene la capacidad de reducir la P1O al estimular la contraccién del musculo
liso ciliar (260,330), aumentar el flujo de humor acuoso (331) y disminuir la formacién del mismo
(332), por lo que en glaucoma la elevacién de la PIO produce una liberacion de ET que busca
reducir estos niveles. Sin embargo, el incremento de la endotelina podria generar efectos
perjudiciales ligados principalmente a fendmenos de hipoperfusion e isquemia (327). El efecto de
la endotelina esta sujeto a la cantidad presente, el tiempo de exposicion a ésta, los tejidos
involucrados y los receptores de endotelina que se expresen (327).

Se ha demostrado que la inyeccion ET-1 promueve cambios en la fisiopatologia retinal y
del nervio Optico de manera similar a la observada en glaucoma (333,334,335,336,337). Algunos
estudios han detectado un aumento de ET-1 y de su receptor ETb en astrocitos de la CNO tras
aumento de la PIO (258,259), tanto en el cuerpo celular como en los procesos de éstos (260). Los
astrocitos pueden responder a la ET-1 expresando 6xido nitrico via reactividad de ETb (338,339),
interfiriendo con el transporte axonal y consecuentemente generando dafio de axones y pérdida de
CGR (260). Por lo tanto, los efectos de la PIO elevada en el aumento de ET-1y ETb, dxido nitrico,
entre otros, podrian promover en conjunto, la activacion astroglial y exacerbar la fisiopatologia del
glaucoma en la CNO (258,261).

55. GLIAY GLUTAMATO

El glutamato, ademas de ser un neurotransmisor, s una neurotoxina potente (117,118) que
ejerce sus efectos excitatorios al unirse a receptores de glutamato como el NMDAR (119). En

condiciones normales, las concentraciones extracelulares de glutamato se mantienen bajas
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mediante su regulacion constante por parte de los transportadores de glutamato (120,121). Algunos
de éstos son el GLAST, el cual se localiza en las células de Muller (121,122,123,124,125) y el
GLT-1, que se encuentra en fotorreceptores y células bipolares (123,124,125). Cuando el glutamato
ingresa a la célula glial, es convertido por la glutamina sintetasa (GS) a glutamina para ser
almacenado.

La excitotoxicidad es el proceso patoldgico mediante el cual las células ganglionares y otras
células neuronales mueren como resultado de una cantidad excesiva de glutamato extracelular
(340). Este tema es probablemente uno de los mas controversiales en la basqueda del conocimiento
de la fisiopatologia del glaucoma. El debate se mantiene aun cuando sélo se consideran estudios
de los altimos 10 afios, pues ninguna de las posturas aporta suficiente evidencia. Por ejemplo, se
han demostrado altos niveles de glutamato en células de Miller de ratas glaucomatosas (341), de
humanos y monos (342,343), mientras que otros autores no han conseguido demostrar elevacion
significativa de éste en los vitreos de pacientes con glaucoma (344), en ratas (345) 0 en monos con
dafio anatomico y funcional por glaucoma experimental (346,347). En cualquier caso, parece
limitado asumir que la existencia de niveles altos de glutamato en el vitreo sea un requisito para la
excitotoxicidad en la neuropatia glaucomatosa (263). Existe controversia también en cuanto a la
modulacion del GLAST ya que hay resultados que indican aumento (346,348,349,269),
disminucion (350,351) o ausencia de éste (265,270). De manera similar, algunos demuestran
disminucion de la GS (263,264) y otros aumento de ésta (341,348). Las diferencias pueden deberse
a las técnicas de estudio y modelos utilizados.

La disrupcién de la funcién normal de las células de Mdller en el ciclo del
glutamato/glutaminasa podria llevar a niveles elevados de glutamato extracelular, lo que produciria

un influjo téxico de calcio extracelular y posteriormente la muerte de las células ganglionares.

56. GLIAY OXIDO NITRICO

La liberacion de compuestos toxicos como el oxido nitrico (ON), se ha asociado al dafio
axonal que ocurre como consecuencia de la activacion de la glia (352,353). En condiciones

patoldgicas, el ON puede generar moléculas que desencadenan apoptosis e inflamacion (354,355).
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Este se forma a través de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS), la cual se ha encontrado en tres
isoformas distintas: NOS neuronal (nNOS), NOS inducible (iNOS) y NOS endotelial (eNOS)
(356,357,358).

En nervios dpticos glaucomatosos se ha demostrado la presencia de las tres isoformas (359),
sin embargo, las que se han relacionado con el dafio a las CGR son nNOS e iNOS, los que se han
visto aumentados en astrocitos de nervios opticos glaucomatosos (353,359) y en un cultivo de
astrocitos de nervios Opticos humanos sometidos a presion hidrostatica (360). En modelos de
glaucoma experimental en ratas se ha identificado el incremento de iNOS en astrocitos de la retina
y columnas gliales de la CNO (184,361). Asimismo, un estudio mas reciente identifica la presencia
de nNOS en la membrana de células de Miller en ratones DBA/2J (273). Ademas de comprobar
su presencia en glia, algunos estudios han inhibido la accién de la enzima nNOS en modelos de
glaucoma en ratas, lo que genera un efecto neuroprotector para las CGR (352,362). La nitrotirosina
(NT) es un producto del exceso de ON (363,364) que ha sido Gtil como marcador de dafio oxidativo
(365) y se ha encontrado aumentada en ojos glaucomatosos co-localizada con GFAP, confirmando
la relacion del 6xido nitrico con la glia (272,354).

Sin embargo, algunos estudios mas recientes con modelos de glaucoma experimental y 0jos
humanos glaucomatosos, no han detectado un incremento significativo de iNOS en la cabeza del
nervio 6ptico o retina, lo que sugiere que no seria suficientemente trascendental para influir en el
dafio glaucomatoso (366), en contraposicion con los autores citados anteriormente (184,361). La
diferencia en los resultados de los experimentos en animales, puede residir en que este Gltimo
estudio utiliza la inyeccidn de solucion salina en venas epiesclerales como modelo experimental,
la cual tiene mayor similitud al glaucoma humano en relacion a los otros, pues produce pérdida de
CGR y genera elementos de la matriz extracelular (367). Con respecto a los tejidos humanos, las
variaciones de técnicas, asi como la cantidad limitada de muestras, pudo haber incidido en las
diferencias.

En base a los hallazgos relacionados a las NOS, se ha podido establecer una conexién mas
clara con respecto la presencia de nNOS como precursor de ON citotoxico (368) en células gliales

activadas por glaucoma y su posible contribucion al dafio de CGR.
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57. GLIAY CAMBIOS EN LA MATRIZ EXTRACELULAR

Se ha demostrado que el sitio primario de injuria en glaucoma es en el nervio optico, a nivel
de la lamina cribosa (53,369). En glaucoma, la cabeza del nervio dptico se caracteriza por pérdida
axonal, aumento de la expresion de metaloproteinasas y deposito anormal de materiales de la matriz
extracelular (MEC) incluyendo coldgeno, tropoelastina, tenascina y proteoglicanos
(292,294,370,371,372,373,374,375,376,377), incluso en areas previamente ocupadas por axones
(367).

El aumento de la PIO en glaucoma podria inducir sintesis de materiales de la matriz
extracelular por parte de los astrocitos, lo que podria generar barreras que disminuyen el soporte
hacia las células ganglionares y aumentan la vulnerabilidad a los cambios de presion (188,367).
Ademas, se han encontrado cambios en algunas subunidades de integrinas en astrocitos de sujetos
glaucomatosos (378) que podrian jugar un rol en la patogenia glaucomatosa ya que son importantes
para la adhesion de la célula a proteinas de la MEC, y para las conexiones entre el ambiente
intracelular y extracelular. Otra importancia de las integrinas recae en que al ser capaces de unir
componentes intracelulares con componentes extracelulares, pueden modificar el comportamiento
de las células en procesos como la migracion celular, diferenciacion, adhesion a sustratos,
inflamacion y reconocimiento de blancos (188).

Al alterar el microambiente de la cabeza del nervio dptico mediante la remodelacion, los
astrocitos reactivos podrian causar degeneracién axonal y cambios patolégicos progresivos e
irreversibles (188).

El TGF-b, una proteina implicada en la patogenia del glaucoma a nivel de la malla
trabecular, tiene tres isoformas: el TGF-bl, TGF-b2 y TGF-b3. La evidencia sugiere que esta
molécula podria tener un rol en la remodelacion de la ldmina cribosa en glaucoma (379,380). Se
ha encontrado aumento de la inmunoreactividad de TGF-b2 en nervios opticos humanos (381), y
aumento de la expresion de TGF-b1l y TGF-b2 en células gliales de la ldmina cribosa (382). Estos
resultados implican que la remodelacion del nervio 6ptico en glaucoma podria ser el resultado de

la activacion aumentada de algunas isoformas de TGF-b en la lamina cribosa.
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58. COMUNICACION CELULAR GLIAL

Los procesos de los astrocitos de la CNO interactdan mediante la conexion que establecen
entre ellos con uniones gap (383,384), permitiendo la comunicacion y regulacion ionica que
mantiene la homeostasis metabolica en esta region (305,385). Las uniones gap astrociticas estan
formadas principalmente de conexina-43 (Cx43). Las conexinas forman un clase especial de
canales idnicos, que median el paso célula a célula de iones y moléculas pequefias, para coordinar
la actividad de los astrocitos (386,387).

Existe evidencia de que la lamina cribosa de ojos con glaucoma humanos, sufre un aumento
en la inmunorreactividad de Cx43 co-localizada con GFAP en astrocitos hipertrofiados y en células
GFAP+ distribuidas en todo el grosor retinal en la region peripapilar (presumiblemente células de
Miiller), lo que sugiere que las células gliales activadas aumentan la regulacion de Cx43 de uniones
gap (278). Se postula que la apertura de estas uniones, permite la difusion intercelular de sefiales
apoptdticas desde células dafiadas a sanas, amplificando la injuria celular (388). Sin embargo, en
un estudio de células sometidas a condiciones de presion elevada in vitro, las uniones gap
astrociticas se encontraron cerradas, en parte por la fosforilacion de la Cx-43, la cual se encontro
disminuida en la membrana y aumentada en el citoplasma de astrocitos (277). Para explicar estos
hallazgos, se propone una posible interrupcion en la continuidad de la comunicacién intercelular
entre astrocitos, con consecuente pérdida del contacto célula a célula y dafio en la regulacién
homeostatica (277).

En ratas sometidas a elevacion experimental de la PIO se ha observado pérdida de
inmunorreactividad de la conexina-43 en la region de la CNO (especificamente en la zona de
transicion, la cual equivale a la LC en humanos) (305).

La respuesta de la conexina-43 in vivo es poco conocida, particularmente en enfermedades
del ojo humano (277). Se requiere mayor investigacion sobre estudios con modelos animales asi

como de estudios en humanos, para dilucidar el rol de este factor en la patogénesis del glaucoma.
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59. GLIAY HOMEOSTASIS DEL AGUA/IONICA

Las acuaporinas son una familia de proteinas integrales de membrana que permiten el cruce
del agua a traves de la membrana plasmatica (389). La homeostasis del agua es critica para la
mantencién de la actividad neuronal fisioldgica en la retina y nervio dptico, ya que su movimiento
estd ligado a corrientes idnicas que son la base para la excitabilidad neuronal (390,391,392).
Actualmente se conoce la expresion de al menos 6 acuaporinas en el ojo. De éstas, s6lo una se
expresa en células gliales, la acuaporina 4. (392,393,394,395)

No existe consenso en cuanto a los niveles de AQP-4 en humanos y modelos de glaucoma
experimental, ya que se ha observado aumento (279,284), disminucion (243,292,294), o
mantencion (281,282,396) de los niveles de AQP-4. Las diferencias en los resultados podrian
deberse a variaciones en la zona de estudio (nervio éptico versus retina), al modelo de glaucoma
experimental utilizado, duracién del aumento de la presion intraocular y nimero de sujetos en
estudio.

La AQP-4 actla en conjunto con canales de potasio para mantener la homeostasis retinal
(201). La reduccién desequilibrada de los niveles de acuaporina-4 (AQP-4) podria perjudicar la
amortiguacion retinal de potasio, y los aumentos incontrolados de éste inducirian
hiperexcitabilidad y sincronizacion anormal de las neuronas retinales (279). El control del
movimiento del potasio en la retina esta dado, en su mayoria, por las células de Miller (CM) y los
receptores rectificadores de entrada Kir que éstas expresan (397), los cuales son los principales
responsables de mantener el potencial de membrana en reposo hiperpolarizado (necesario para que
las CM ejerzan sus funciones) (201,285). Por lo tanto, existe la posibilidad de que la pérdida de las
funciones de soporte neuronal de las células de Miller esta ligada a la perturbacién del potencial
de membrana en reposo producido por alteraciones en las corrientes de canales de potasio (Kir), ya
que se ha establecido que la inhibicion de éstos conduce a despolarizacion de la membrana celular
(398,399). Se ha detectado una disminucion de las corrientes Kir en células aisladas de retinas
humanas con glaucoma (201,400) y una disminucion progresiva de las corrientes y proteinas Kir4.1
en células de Muller, lo que podria estar generando un aumento de GFAP (283). En cultivos de
CM de rata sometidos a elevaciones de presion hidrostatica, se registrd un incremento significativo

en la expresion del mMRNA de los canales Kir 4.1 (283). Sin embargo, en estudios con ratones
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DBA/2J no se encontraron alteraciones significativas en los canales de potasio de las membranas
de células de la glia (280). Esta aparente falta de consistencia en los resultados podria deberse a la
diferencia de las especies en estudio, asi como de la presion intraocular alcanzada y el tiempo en

que ésta se mantiene elevada.

510. NEUROTROFINAS, SUS RECEPTORES Y GLIA

Las neurotrofinas constituyen una familia de factores de crecimiento que promueven el
desarrollo, supervivencia y diferenciacion de las neuronas. Estas se unen a receptores de alta
afinidad como el TRK, y de baja afinidad, como el p75 (401).

El PEDF (factor de crecimiento derivado de las células de Miiller) es un factor
neurotrofico/neuroprotector y anti-angiogénico (402) secretado en el ojo en cantidades
considerables por el epitelio pigmentario retinal (403) y las células de Miiller (201). Se ha sugerido
que el PEDF derivado de las células de Muiller podria tener un rol en la proteccion de las células
ganglionares frente a hipoxia (289) y muerte celular por falta de factores de crecimiento (290).

En un modelo de glaucoma hereditario (DBA/2J) se observd aumento de BDNF en
astrocitos hipertréficos que coincidié con una disminucion del transporte axonal anterogrado, y
ocurrio previo a la pérdida de sinapsis de las CGR. Esto podria ser un mecanismo intrinseco de los
astrocitos para aminorar la progresion de la patologia o mitigar los efectos del dafio axonal (404).

No siempre los factores neurotroficos son capaces de ejercer un efecto neuroprotector para
las CGR, por ejemplo, en un modelo de glaucoma se observo que al unirse el NGF (factor de
crecimiento neuronal) al receptor p75 ubicado en células gliales retinales activadas (286), se da
inicio a una via neurotdxica por medio del aumento cronico de TNF-a y a2M (proteinas

neurotoxicas) (288).
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511. CICATRIZ GLIAL

El concepto de cicatriz glial se origin0 a partir de estudios centrados en el sistema nervioso
central (405,406,407) los cuales indican que en casos de injuria, ciertos componentes de la matriz
extracelular y células tales como astrocitos reactivos, microglia, macrofagos y células endoteliales,
forman un tejido cicatricial con el objetivo de limitar la zona de la lesion, lo que podria desfavorecer
el crecimiento de nuevos axones (408).

Algunos estudios han mencionado la presencia de una cicatriz glial como parte de la
fisiopatologia del glaucoma (188,230,292), mientras que existe evidencia de acumulacion de
material GFAP+ que se asemeja a una cicatriz glial, como resultado de la activacién de la glia
(233). Las investigaciones no ofrecen resultados contradictorios, ya que en todos ellos se habla de
un producto como resultado de la activacion glial, por lo que la diferencia entre éstos radica en la
utilizacion del concepto cicatriz glial para nombrar a estas modificaciones.

Sin embargo, a nivel ocular, existe evidencia de que la denominada cicatriz glial no presenta
todos los elementos esperables en una cicatriz, observados a nivel del SNC. Por ejemplo,
Herndndez M.R. sefiala que a pesar de existir elementos en comun con ésta, no hay invasion de
celulas inflamatorias, por lo que no se forma una verdadera cicatriz glial (188).

El aumento del interés en los cambios gliales en glaucoma en las Gltimas décadas ha
despertado la curiosidad de algunos investigadores, quienes plantean la posibilidad de visualizar
evidencia de cambios en el tejido que reflejen la reactividad glial. Asi, se describid la presunta
visualizacion oftalmoscépica de la activacion de las células gliales en pacientes con glaucoma
primario de angulo abierto (GPAA) acufidndole el término ARAM (apariencia de astrocitos y
Muiller activados), al cual se le atribuye un aspecto irregular, con brillo discreto pero transparente,
que varia en tamafio y distribucion, localizado predominantemente en la retina paracentral (409).
Se caracterizan por no causar contraccion retinal, tortuosidad de vasos retinales o edema retinal,
por lo que no generan alteraciones en la vision (reduccion de agudeza visual o metamorfopsias)
(409,410). Al estudiar el grosor de la capa de fibras nerviosas retinal (CFNR) por tomografia de
coherencia optica (OCT), se encontr6 que, pese a que los pacientes con glaucoma y ARAM
tuvieron en promedio una CFNR mas delgada que los pacientes con glaucoma sin ARAM, la

diferencia no fue estadisticamente relevante (410), pero al estudiar un mismo ojo con ARAM, la
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medicion de la CFNR demostré una desviacion del grosor significativamente mas baja en areas
con ARAM, que en areas sin ella. En otras palabras, pese a que el grosor de la CFNR fue similar
entre pacientes sanos (control) y pacientes con GPAA, la variabilidad de la CFNR a lo largo del
eje del scan en un mismo ojo, fue menor cuando se analizaba una zona con ARAM, sugiriendo que
ésta podria compensar o enmascarar la pérdida de CFNR, ya que lo esperable seria una desviacion
mayor producto de la diferencia que se produce entre zonas con Yy sin pérdida de fibras nerviosas
(410).

5.12. LIMITACIONES

En el caso de las investigaciones realizadas en humanos, tanto la cantidad de estudios como
el nimero de sujetos en ellos fue reducido. Probablemente esto se debe a lo dificil que es conseguir
donantes de ojos glaucomatosos, y mas aun, que estos no presenten patologias que puedan afectar
a la muestra. Cuando el nimero de sujetos en estudios es bajo, las conclusiones podrian no ser
extrapolables a toda la poblacion. En la mayoria de los casos, los mismos autores de estos estudios
mencionaron lo anterior como una debilidad, sin embargo, aunque el nimero de pacientes fue

reducido, se consiguio plantear una base tedrica para futuros estudios a mayor escala.
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CAPITULO 6 CONCLUSIONES

La activacion glial es una respuesta molecular compleja que implica una variedad de vias
y reacciones, en las que participan diversos elementos. Esto desencadena una respuesta dual que
genera tanto beneficio como dafio a las células ganglionares. Por un lado, la proteccién se da por
cambios que promueven la supervivencia de las células, como por ejemplo la secrecion de factores
neurotroficos, mientras que el efecto neurotoxico es gatillado por la expresion de moléculas que
son toxicas para la célula, como por ejemplo el aumento de 6xido nitrico, TNF-a., entre otros. En
consecuencia, las células gliales reactivas pueden exacerbar el dafio neuronal en la neuropatia
glaucomatosa.

Los estudios recolectados, en su mayoria, correspondieron a investigaciones basicas (en
animales o de laboratorio), por lo que se puede concluir que el tema en revision (los cambios gliales
y su impacto en el glaucoma) es un tema en etapas tempranas de desarrollo, y a pesar de que sus
bases han sido motivo de estudio por varios afos, no se conocen completamente los mecanismos
de activacion de estas células o sus efectos. El reciente interés que ha despertado el tema en la
comunidad cientifica se ha visto demostrado en el creciente nimero de trabajos orientados en esta
direccion, lo que apoya la validez e importancia de la pregunta de investigacion formulada.

A pesar de que actualmente no existan escalas que validen estudios de laboratorio, éstos
tampoco reportan la informacion metodoldgica basica necesaria que permita su validacion, por lo
que la creacién de una herramienta que permita certificarla deberia acompafiarse de la
concientizacion de la comunidad cientifica con respecto a la mejora en el detalle de su validez
interna en estos tipos de estudios. Esto generaria una base de evidencia mas firme que permitiria,
por ejemplo, el paso de estudios pre-clinicos a clinicos.

Existe un efecto terapéutico potencial en el manejo de ciertas reacciones y/o elementos
involucrados en la activacion glial en el glaucoma. Los nuevos tratamientos buscarian reforzar la
funcién neuroprotectora de determinados factores expresados por la glia, inhibir vias de
sefializacion o reducir expresion de citoquinas que estimulan un efecto neurotoxico para las CGR.
Las investigaciones en esta linea surgen como una futura posible alternativa a la terapia tradicional

del glaucoma que funciona en base a la disminucién de la PIO, que ha demostrado no ser efectiva
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en todos los casos, como por ejemplo en pacientes con glaucoma normotenso o en pacientes en el
que dafio sigue progresando pese a haber disminuido su PIO.

Ha quedado claro que la patologia del glaucoma abarca una gran cantidad de factores que
van mas alla del aumento de la PIO, entre los cuales se encuentra la glia como un participante
estelar en la patologia, por lo que el reconocimiento de ésta como una de las posibles etiologias de
la enfermedad, se debe tener en cuenta tanto para el estudio como para el manejo clinico del
glaucoma. Mediante la sistematizacion de los resultados, se ha conseguido elaborar una
herramienta para facilitar la comprension y el acceso a informacion organizada y sintetizada sobre
los cambios gliales en glaucoma, que, al conocimiento de las investigadoras, representa la primera

de su tipo realizada a nivel latinoamericano.
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CAPITULO 8 APENDICES

APENDICEA MODELOS DE GLAUCOMA EXPERIMENTAL

A.1  Modelos de glaucoma en monos

La cercana filogenia y alta homologia de la anatomia ocular de los monos con los humanos
hace que sean un modelo excelente para el estudio del glaucoma (59). Ademas, se puede realizar
tonometria y anélisis de campo visual en monos conscientes bien entrenados. Este es un factor
importante ya que estd bien documentado que la anestesia general necesaria para medir la presion
intraocular (PIO) en la mayoria de los otros animales resulta en hipotension ocular rapida (57).
Lamentablemente, los monos son costosos, de disponibilidad limitada y son dificiles de manejar.
Ademas, requieren de un equipo con experiencia y facilidades de cuidado especiales, haciendo que
estén fuera del alcance de muchos laboratorios de investigacion (59). Se ha demostrado, en algunos
modelos de glaucoma en monos, que existen cambios en el disco dptico, nervio optico, células
ganglionares, y capa de fibras nerviosas, similares a los observados en ojos humanos

glaucomatosos (411).

El primer grupo de monos glaucomatosos fue descrito en 1993, en una colonia de monos
Rhesus en Puerto Rico, los cuales presentaban alta incidencia en glaucoma primario de &ngulo
abierto (GPAA) y glaucoma normotenso (59). La desventaja de los modelos que ocurren
naturalmente en primates no humanaos, es la dificultad de controlar el inicio de la enfermedad y, asi
obtener un grupo experimental homogéneo que permita observar los mecanismos celulares y

moleculares o probar posibles tratamientos, similar a lo que ocurre en humanos (56).

Dentro de los modelos experimentales se encuentra el desarrollado por un grupo de
investigadores, los cuales consiguieron elevar la presion intraocular (PIO) mediante la
fotocoagulacion con laser de Argon en toda la circunferencia trabecular. La presion intraocular se
elevo entre 24 y 50 mmHg luego de 4 aplicaciones y se mantuvo elevada por 25 dias (59), pero se

generd una pupila midriatica fija, probablemente por dafio a la region de los nervios ciliares.
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Ademas, existié gran fluctuacion de la P1O y se necesitd de varias sesiones para estabilizarla, lo
que causé inflamacién severa en el globo ocular y alteraciones trabeculares que limitaron la
posibilidad de estudio de esta zona, en este modelo (58).
Otros modelos experimentales en monos incluyen la inyeccion de microesferas de latex, inyeccion
de enzimas en camara anterior, esferas de gel de poliacrilamida y globulos rojos fantasma (59).
Este altimo modelo produce elevacion de PIO cronica, pero tiene la desventaja de que al llenar la
camara anterior con sangre, hay mala visibilidad de la cabeza del nervio éptico y retina (61).
Tambieén se ha visto que la aplicacion de esteroides topicos eleva la PIO (411).

Se describié un modelo en monos en el que no hay manipulacién de la PIO, sino que
consiste en la administracion de endotelina-1 al espacio retrobulbar mediante bombeo osmoético
por 6 a 12 meses. Esto induce isquemia focal (similar a la observada en glaucoma humano) que

lleva a pérdida preferencial de células ganglionares con axones largos (57).

A.2  Modelos de glaucoma en roedores

Aunque ha sido el modelo de eleccion de varios laboratorios, la utilizacion de la
fotocoagulacion de la malla trabecular en monos se ha vuelto demasiado costosa, sobre todo para
investigaciones que necesitan de un grupo grande de animales. Por esta razon se desarrollaron
modelos experimentales de glaucoma en ratas que proveen un sistema para investigar la biologia
celular de la neuropatia Optica producida por aumento de presion intraocular y sus potenciales
estrategias neuroprotectoras (61).

Gran parte del progreso en el estudio del glaucoma ha sido impulsado por el desarrollo de
los modelos de glaucoma en ratas. Estos animales ofrecen ventajas econdmicas y mayor facilidad

en la crianza, asi como una menor cantidad de restricciones éticas (56,58).



151

A.2.1 Modelos de glaucoma en ratas

En los ultimos afios se han desarrollado varios modelos de dafio al nervio dptico por
elevacion de la P1O en ratas, los cuales han sido utilizados extensivamente para estudiar cambios
en laretina y en el nervio optico. Todos estos métodos requieren de entrenamiento especial de los

investigadores (56).

Los modelos en ratas son valiosos para la evaluacion de algunos fenotipos de glaucoma y
sus principales ventajas radican en que poseen un mayor tamafo y mas facil manejo que los ratones
(63), son econdémicas y un gran nimero de ratas puede ser tratado en un dia por una persona, lo
que reduce el costo asociado a la necesidad de personal adicional. En contraste a otros modelos no
primates, la rata posee caracteristicas anatdmicas similares a la camara anterior del ojo humano
(especialmente la via de salida del humor acuoso), por lo que se espera que los resultados obtenidos
a partir del estudio de ratas simulen en cierto grado a los cambios ocurridos en el humano (59).

Pese a que la cabeza del nervio Optico de la rata carece de una lamina cribosa colagenosa
bien desarrollada (al igual que los ratones) (63), no se afecta su utilidad como herramienta para la
comprension de los mecanismos frente a injuria ocasionadas, por ejemplo por la elevacion de la
P1O. También se ha encontrado que la respuesta celular a elevacion de PI1O en ratas es bastante
similar a la que ocurre en humanos y primates no humanos con glaucoma (60).

En 1995 un grupo de investigadores cauterizd las venas epiesclerales de ratas para obtener
un modelo de elevacidon de la presion intraocular crénica (mantenida por hasta 6 meses) capaz de
proteger el trabéculo y a los nervios ciliares, a diferencia de lo que ocurria con la fotocoagulacion
del trabéculo (56,58).

En los ultimos afios, han surgido otros modelos de glaucoma inducido en ratas. Como
variante del modelo anterior (cauterizacion de venas epiesclerales), puede inyectarse una solucion
salina hipertonica en las venas epiesclerales. En este modelo se necesitan inyecciones secuenciales
para mantener la PIO elevada de manera crénica (56) y se produce un rango de elevacion de PIO
variable. El modelo de inyeccidn de solucion hipertdnica salina es probablemente el modelo mas
consistente, pero es técnicamente dificil de realizar y ha sido utilizado principalmente sélo en ratas

Brown-Norway (59).
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Se han utilizado modelos adicionales usando microperlas de poliesterino (latex)
fluorescente e inyecciones de &cido hialurénico. Estos modelos muestran una elevacion

significativa de la P10 y dafio glaucomatoso en la retina (59).

Si bien el uso de modelos de ratas transgénicas ha ido en aumento con los afios, no son tan

facil de manipular genéticamente como los ratones (63).

A.2.1 Modelos de glaucoma en ratones

Hay varias ventajas en el uso de ratones en las investigaciones sobre glaucoma. Estas
incluyen el alto nivel de conservacion entre los genomas de humanos y ratones, lo que permite la
manipulacion genética mediante la alteracion del genoma de los ratones, y la habilidad de cruzar a
los animales de la manera deseada. Ademas, no son costosos Yy son facil de criar y manejar, sus

ojos son faciles de adquirir y pueden obtenerse grandes poblaciones para estudios.

Una desventaja de los modelos de ratones en glaucoma es que éstos carecen de una ldmina
cribosa bien definida. Sumado a esto, la manipulacion clinica de sus ojos se dificulta debido al

tamafio reducido de los mismos (59).

Se han utilizado técnicas transgénicas y de eliminacion de genes (ratones “knockout”) para
desarrollar varios modelos de ratones con glaucoma. La mayor ventaja de estos modelos es que los
animales con el gen mutado proveen una elevacion mas uniforme de la P10 y el dafio a la retina y
al nervio Optico es similar al encontrado en aquellos procedimientos que quirdrgicamente inducen
elevacion de la P10. Se puede producir una gran cantidad de animales y una vez que se obtiene una
linea mutante, no se necesita entrenamiento para producir mas ratones afectados (411).

La aparicién del raton DBA/2J (D2), el cual desarrolla un aumento progresivo de la presion
intraocular, ha dado lugar a una gran cantidad de estudios para establecer la existencia de
semejanzas con algunos tipos de glaucoma en humanos (58). Esta cepa desarrolla glaucoma
subsecuente a cambios en la cAmara anterior como dispersion pigmentaria, transiluminacion de

iris, atrofia de iris, sinequias anteriores y elevacion de la PIO (61). Estos modelos animales de
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aumento espontaneo cronico de la presion intraocular son de gran utilidad para estudiar las causas
de la patologia (58).

Mas recientemente se han desarrollado otros ratones transgénicos, incluyendo uno con una
mutacion en el gen de la subunidad alfa-1 del colageno tipo 1, el que demuestra elevacion gradual
de laPIO y pérdida progresiva de axones (56,59). Esta mutacion bloquea la proteolisis de colageno
por la metaloproteinasa-1 (58). En este modelo el &ngulo es abierto, hay pérdida progresiva de
axones Yy elevacion gradual de la PIO, lo que sugiere una asociacion entre la regulacion de ésta 'y
el metabolismo del colageno fibrilar (56). Debido a que estos animales tienen pérdida axonal
progresiva, con organizacion normal de las estructuras de drenaje, se ha sugerido que podria ser
usado como modelo de glaucoma primario de &ngulo abierto en ratones (58).

Un acercamiento Util para generar nuevos modelos es el de humanizar ratones, es decir,
éstos se manipulan para que contengan genes humanos, lo que permite evaluar mutaciones
humanas de glaucoma en el ratdn. Esta técnica es prometedora para el futuro pero es dificil de
realizar, en parte debido a diferencias entre proteinas codificadoras de ratones y humanos (63).

Los métodos experimentales quirtrgicos utilizados para producir modelos de ratas
glaucomatosos también han sido utilizados en ratones, aunque realizar cirugias en ojos de ratones

es mucho mas desafiante que en ratas ya que el 0jo es méas pequefio (411).

Algunos ratones utilizados para inducir glaucoma experimental son los ratones C57BL/6 y
CD1. En ellos se han realizado modelos similares a los inducidos en monos, entre estos, la
administracion de indocianina verde en la cAmara anterior y tratamiento con laser diodo en la malla
trabecular y region de las venas epiesclerales, fotocoagulacién de las venas epiesclerales y
limbares, cauterizacion de venas epiesclerales (411) e inyeccidn de microperlas de poliestireno (59).
El raton C57BL/6, mas conocido como “B6%, es la cepa de ratones endogédmicos mads utilizada.
Estos ratones se usan en una variedad de areas de investigacion, incluyendo la biologia
cardiovascular, biologia del desarrollo, diabetes y obesidad, genética, inmunologia, neurobiologia,
e investigaciones neurosensoriales. En general, esta cepa se cria bien, tienen una larga vida y baja

susceptibilidad a tumores (412).
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A.3  Modelos de glaucoma en cerdos

Aunque los modelos de glaucoma en primates no humanos son excelentes para estudiar
enfermedades humanas, algunos factores econdémicos y éticos afectan negativamente su
disponibilidad. EI modelo de cerdos es mucho mas accesible y mantiene un parecido al humano,
filogenéticamente hablando (56). Los ojos de los cerdos son relativamente grandes y sus retinas
son similares a las humanas, méas que la de cualquier otro mamifero grande como perros, cabras,
vacas 0 buey (56,57), pese a que el sistema de drenaje es ligeramente diferente al del ojo humano.

En minicerdos, el anillo venoso central esta formado por varios vasos y ocupa el centro del
disco dptico, haciendo la visualizacién de la lamina cribosa mas dificil que en humanos (56).

Algunos modelos experimentales de glaucoma utilizados en porcinos son la cauterizacion

de venas epiesclerales y la inyeccion de fluoroesferas de latex en la cdmara anterior (56).

A.4  Otros modelos de glaucoma

A.4.2 Modelos de glaucoma en conejos

Estos animales tienen ausencia de lamina cribosa, mielinizacion parcial de los axones en la
retina y poseen un saco vascular prominente, lo que los hace un animal inadecuado como modelo
de glaucoma para el estudio de las alteraciones en la retina o su vascularizacion (58), a pesar de ser

utilizados cominmente por las compafiias farmacéuticas para probar drogas (56).

A.4.2 Modelos de glaucoma en perros

La ventaja del uso de perros es que tienen herencia espontanea de la enfermedad sin
anomalias congénitas y la disponibilidad de la secuencia gendmica. Los perros tienen 0jos

relativamente grandes pero pueden ser agresivos y dificiles de manejar en el laboratorio.
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Anatomicamente hablando, tienen un plexo intraescleral, en vez de un canal de Schlemm, lo que

podria ser una limitacién en el estudio del glaucoma (59).

A.5  Conclusiones sobre los modelos de investigacion sobre glaucoma

Los estudios sobre glaucoma en los distintos modelos animales pueden ayudar a identificar
los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la enfermedad y sentar las bases para

el entendimiento de los procesos involucrados en ésta.

El uso de animales no esta exento de limitaciones. La anatomia de los animales no es igual
a la de los humanos, a pesar de las similitudes que puedan existir entre éstas. Ademas, la elevacion
de la P10 que se logra obtener en cada modelo, no ocurre necesariamente mediante los mecanismos
patoldgicos del glaucoma humano (413), ni en concordancia con el tiempo de sucesion de los

cambios en la patologia, por lo que las conclusiones podrian diferir significativamente.

Debido a las diferencias ya sefialadas entre los mecanismos de glaucoma de los modelos
animales y a sus reacciones frente a un mismo insulto, los datos obtenidos de un modelo particular
no deben ser generalizados y tienen que ser interpretados en el contexto de cada uno (411). Por lo
mismo, los resultados obtenidos desde estos modelos no deben ser aplicados automaticamente a

humanos.

Todo esto no le resta importancia a la ayuda y guia fundamental que entrega la informacién
obtenida a partir de estudios y modelos animales para el entendimiento y desarrollo de nuevas
estrategias de tratamiento y prevencién de glaucoma en humanos (57).
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