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IMPLICACIONES DEL OXIDO NITRICO Y OTRAS
MOLECULAS CON POTENCIAL REDOX EN EL
GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABIERTO

INVOLVEMENT OF NITRIC OXIDE AND OTHER MOLECULES
WITH REDOX POTENTIAL IN PRIMARY OPEN ANGLE
GLAUCOMA
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RESUMEN

Objetivos: El 6xido nitrico (ON) y otras moléculas
con potencial red-ox estdn relacionados con meca-
nismos de transmisién de sefiales, incluyendo la
regulacién de la permeabilidad vascular y la home-
ostasis. Nos proponemos investigar la presencia de
ON vy de especies reactivas del oxigeno (EROx) en
el humor acuoso y su relaciéon con los mecanismos
patogénicos del glaucoma primario de dngulo abier-
to (GPAA).

Métodos: Se ha analizado bioquimicamente el
humor acuoso, que fue extraido al comienzo de la
cirugia de segmento anterior, de dos grupos de indi-
viduos: 1) pacientes programados para trabeculecto-
mia de Watson, por empeoramiento de los pardme-
tros de riesgo del glaucoma (GG; n=60) y 2) grupo
comparativo de sujetos intervenidos mediante faco-
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ABSTRACT

Purpose: Nitric oxide (NO) and other molecules
with redox potential are involved in cell signalling,
including endothelial-dependent relaxation and the
maintenance of vascular homeostasis. We investiga-
ted the availability of NO and the formation of reac-
tive oxygen species (ROS) in the aqueous humour
and its relationship to the pathogenic mechanisms
of primary open-angle glaucoma (POAG).

Methods: We analysed biochemically aqueous
humour samples from patients having anterior seg-
ment surgery that were divided into two separate
groups: 1) patients having a Watson’s trabeculec-
tomy because of worsening of the glaucoma evolu-
tion (GG; n=60), and 2) a comparative group of
individuals having phacoemulsification for non-
complicated cataracts (CG; n=60). Enzymatic-colo-

Umdad de Investigacion Oftalmolégica Santiago Grisolia. Hospital Universitario Dr. Peset. Valencia. Espafia.
I Doctor en Medicina. Universidad de Valencia. Unidad de Investigacién Oftalmol6gica Santiago Grisolfa. Hospital Universitario Dr. Peset.

Valencia.

W

universitario La Fe. Valencia.

Inmaculada Huercal Overa. Almeria.

[

Santiago Grisolia. Hospital Universitario Dr. Peset. Valencia.

Licenciado en Biologfa. Unidad de Investigacion Oftalmoldgica Santiago Grisolia. Hospital Universitario Dr. Peset. Valencia.
Licenciado en Medicina. Unidad de Investigacién Oftalmoldgica Santiago Grisolia. Hospital Universitario Dr. Peset. Valencia. Hospital

Doctor en Medicina. Unidad de Investigacion Oftalmolégica Santiago Grisolia. Hospital Universitario Dr. Peset. Valencia. Hospital La

Doctor en Medicina. Servicio de Oftalmologia del Hospital Punta de Europa. Algeciras. Cadiz.
Doctor en Medicina. Unidad de Investigacion Biomédica Departamento Sanitario 10. Valencia. Unidad de Investigacion Oftalmolégica

Este trabajo ha sido financiado parcialmente por el Instituto de Salud Carlos III, Proyecto FIS PI061962, por laboratorios MSD-Chibret y por
laboratorios THEA. Parte de los resultados han sido presentados a los Congresos anuales de la ARVO (Fort Lauderdale, Florida, USA; 2007), ISPOR
(Dublin, Irlanda; 2007) y de la AAO (Nueva Orleans, Louisiana, 2007).

Correspondencia:

Marfa Dolores Pinazo-Durdn
Unidad de Investigacion Biomédica
Avenida Gaspar Aguilar, 90

46017 Valencia

Espaiia

E-mail: pinazo_mar@gva.es



ZANON-MORENO V, et al.

emulsificacién para extraccion de las cataratas no
complicadas (GC; n=60). Las determinaciones del
ON, especies reactivas del oxigeno (EROx) y la acti-
vidad antioxidante total (AOXT) fueron llevadas a
cabo mediante técnicas enzimatico-colorimétricas.
Resultados: Se ha observado un aumento significa-
tivo de la concentraciéon de ON y de EROx (MDA)
y, paralelamente, una disminucién significativa de
antioxidantes (AOXT) en el humor acuoso de los
pacientes glaucomatosos en comparacion con los
individuos del GC.

Conclusiones: Las anomalias en la disponibilidad
de ON y la concomitancia de estrés oxidativo en el
humor acuoso sugieren que estas biomoléculas pue-
den utilizarse como marcadores de evolucién de la
enfermedad glaucomatosa y ayudar a establecer
individualizadamente el riesgo de pérdida de vision.

Palabras clave: Glaucoma, 6xido nitrico, especies
reactivas del oxigeno, antioxidantes, estrés oxidativo.

rimetric methods were used to analyse the NO con-
centration, the lipid peroxidation by-product
malondialdehyde (MDA) and the total antioxidant
status (TAS). Statistical analysis was carried out in
the two groups by means of the SPSS 15.0 pro-
gramme.

Results: A significant increase in both the NO con-
centration (p<0.05) and MDA levels (p<0.05), and
a significant decrease of the TAS (p<0.05) were
detected in the GG versus the CG samples.
Conclusions: Changes in NO availability and the
concomitance of oxidative stress in the aqueous
humour of the POAG patients may be useful mar-
kers for identifying those at risk of glaucoma pro-
gression and visual loss (Arch Soc Esp Oftalmol
2008; 83: 365-372).

Key words: Glaucoma, nitric oxide, reactive oxy-
gen species, antioxidants, oxidative stress.

INTRODUCCION

El humor acuoso se genera y evacua de forma
constante y equilibrada en las estructuras del seg-
mento anterior del ojo para su propia nutricién y el
mantenimiento del tono ocular (1). La regulacion de
la presion intraocular (PIO) depende del equilibrio
de complejos mecanismos implicados en la produc-
cién y drenaje del humor acuoso, entre ellos la esta-
bilidad y supervivencia de los fenotipos celulares
implicados y el mantenimiento de la homeostasis. El
diagndstico precoz de la hipertensién ocular (HTO)
es esencial para prevenir el glaucoma. El glaucoma
es aun la principal causa de ceguera irreversible a
nivel mundial, con una incidencia del 2,4%. Se esti-
ma que 66,8 millones de personas padecen glauco-
ma, de los cuales 6,7 millones presentan ceguera
bilateral (2). En Espafia existen unas 300.000 perso-
nas con glaucoma diagnosticado y aproximadamen-
te 700.000 personas lo padecen sin diagnosticar.
Aunque se han identificado factores de riesgo para
la enfermedad glaucomatosa (3,4) y se ha avanzado
en el tratamiento clinico-quirdrgico de ésta, atin no
se ha podido evitar la progresién incoercible del
glaucoma y la ceguera por atrofia 6ptica.

El 6xido nitrico (ON) es un gas hidrofébico de
vida corta, producido endégenamente y que posee
una estructura quimica relativamente sencilla. El
ON se sintetiza de forma enddgena a partir de la L-

arginina, el oxigeno y la NADPH, segtin aparece en
las reacciones siguientes mediadas por las enzimas
oxido nitrico sintasas (ONSs), y de las cuales se han
identificando tres isoformas: NOS! (también llama-
da NOS neuronal, nNOS o NOS I), NOS2 (NOS
inducible, iINOS 6 NOS II) y NOS3 (NOS endotelial,
eNOS o NOS I11). Todos los subtipos producen ON,
L-citrulina y NADP+ precisando también el grupo
hemo y el Ca?*/calmodulina como cofactores (5,6).

B —— on—
LArginina | +0, §> ON —»
L-Citrullina

A finales de los afios 70 se demostré que los efec-
tos vasodilatadores de la nitroglicerina y otros nitra-
tos estaban mediados por el ON y que éste dltimo
podia activar la enzima guanilil ciclasa soluble en
las células musculares lisas de los vasos sanguine-
0s. Esto permitié conocer los mecanismos de sinte-
sis de GMP ciclico por parte del enzima especifico.
Casi al mismo tiempo, se conocié que la relajacién
de los vasos sanguineos dependiente de la accién de
la acetilcolina necesitaba un endotelio vascular
intacto y asi se pensé que debia existir una sustan-
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cia especifica, que cuando era liberada por las célu-
las endoteliales pudiera actuar sobre las células
musculares lisas, es decir lo que considerariamos
un «factor de relajacion derivado de endotelio vas-
cular» (7). En los afios siguientes se llegd a la con-
clusién de que esta molécula era el ON, alcanzando
la evidencia de que las células endoteliales produci-
an el ON en cantidad suficiente para explicar la
relajacién observada. Estos hallazgos confirmaron
las hipétesis previas, concediéndose en 1998 el Pre-
mio Nobel de Fisiologia y Medicina a Robert
Furchgott, Louis Ignarro y Ferid Murad, por el des-
cubrimiento de la funcién del ON como molécula
seflalizadora en el sistema cardiovascular y su fun-
cion para el mantenimiento de la salud (8-10). El
ON se considera un mensajero fundamental para los
sistemas de transduccion de seiales en el cerebro y
aparato cardiovascular. Aunque se identificaron los
enzimas sintetizadores en el cerebro (NOS1), y pos-
teriormente en macréfagos (NOS2) y en el endote-
lio (NOS3), estos enzimas se han encontrado tam-
bién en otras células del organismo, participando en
diversos procesos fisiolégicos y patolégicos, inclu-
yendo las enfermedades oculares, entre las que se
ha descrito su implicacién en las cataratas, uveitis y
glaucoma (11-13).

El estrés oxidativo es resultado de uno de los
siguientes procesos: 1) aumento en la formacién y
actividad de oxidantes, 2) reduccion de los mecanis-
mos de defensa antioxidante, o 3) fracaso de los
mecanismos reparadores del dafio oxidativo (14).
Las especies reactivas del oxigeno (EROx) estidn
constituidas por los radicales libres, aniones reacti-
vos e inestables que contienen dtomos de oxigeno, o
moléculas que contienen dtomos de oxigeno que
puede producir radicales libres o que son quimica-
mente activadas por €stos. Entre las EROx son las
més relevantes el radical hidroxilo, anién superdxi-
do, peroxido de hidrégeno y el peroxinitrito. La
mayor produccién de ROS acontece durante la res-
piracion aerobia, aunque también son formadas en
los peroxisomas (oxidacion de dacidos grasos) y
microsomas (sistema citocromo P450 y metabolis-
mo de xenobidticos), la fagocitosis de agentes pat6-
genos o de lipopolisacéridos, el metabolismo de la
arginina, y algunos tejidos especificos (15). En con-
diciones normales, las EROx se eliminan principal-
mente por la accidn de los enzimas superdxido dis-
mutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa
(GSHPx). La formacién y acumulacién de EROx
dafia las células y tejidos mediante el ataque a

macromoléculas, como los dcidos grasos poliinsatu-
rados de los lipidos de las membranas, las proteinas
esenciales, y los 4cidos nucleicos16. Diversas enfer-
medades han sido relacionadas etiopatogénicamente
con las EROx, y ademads el estrés oxidativo forma
parte de los mecanismos lesivos de la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, el cancer y
el envejecimiento. En cuanto al sistema visual, tam-
bién se han implicado las EROx en la etiopatogenia
de diversos procesos oftalmoldgicos, principalmen-
te las cataratas, degeneraciéon macular asociada a la
edad y vitreo-retinopatias (17-19).

Aplicando todos estos conceptos a nuestra linea
de investigacion en glaucoma primario de angulo
abierto (GPAA), e intentando identificar moléculas
implicadas en la progresion de la enfermedad glau-
comatosa, y estudiando su posible utilizacién como
marcadores del curso del glaucoma, hemos disefia-
do el presente estudio con el fin de determinar,
mediante métodos enzimatico-colorimétricos, la
presencia del ON y las actividades oxidativa y
antioxidante en el humor acuoso de pacientes con
GPAA sometidos a cirugia antiglaucomatosa.

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

Se han seleccionado 120 pacientes de ambos
sexos que acudieron a los controles indicados por
los oftalmélogos de la Seccidon de Glaucoma en las
consultas de oftalmologia de los hospitales de refe-
rencia y que se incluyeron consecutivamente. Tras
ser evaluados convenientemente mediante los
nomogramas para calculo de riesgo de progresion
del GPAA, segin datos de Vinuesa-Silva y cols.
todavia no publicados (en revision Arch Soc Esp
Oftalmol), basados en factores de riesgo individual,
las pruebas funcionales y los hallazgos morfol6gi-
cos, se consideraron pacientes con riesgo de pérdi-
da de visién por causa de su enfermedad y por ello
fueron destinados a cirugia antiglaucomatosa,
mediante la técnica de trabeculectomia de Watson
(n=60). Un grupo comparativo de sujetos con cata-
ratas (GC; n=60), programados para extraccién de
su catarata mediante la técnica de facoemulsifica-
cién e implante de lente intraocular, fueron inclui-
dos en este estudio y analizados en paralelo al GG.
Los criterios de inclusién y exclusién de los sujetos
del estudio se especifican en la tabla I.

En el primer paso de la intervencién en ambos
grupos de pacientes y a través de la paracentesis de

ARCH SOC ESP OFTALMOL 2008; 83: 365-372 367



ZANON-MORENO V, et al.

Tabla I. Criterios de inclusion y exclusion de los sujetos del estudio

GRUPO GLAUCOMA

INCLUSION

EXCLUSION

40 - 90 afios. Ambos Sexos
Glaucoma Primario de Angulo Abierto
Consentimiento y Colaboracién
Hipertension arterial

Edad inferior a 40 o superior a 90 afios
Glaucoma diferente de PAA
Otra patologia ocular

GRUPO CATARATAS

INCLUSION

EXCLUSION

40 — 90 anos. Ambos Sexos
Cataratas
Consentimiento y Colaboracién

Edad inferior a 40 o superior a 90 afios
Otra patologia ocular
Hipertensién arterial

servicio se introdujo en la cdmara anterior una
cédnula de Rycroff unida a jeringa de insulina,
absorbiendo un volumen aproximado de 0,1-0,2 uL.
de humor acuoso, evitando colapsar la cdmara ante-
rior. Estas muestras se depositaron directamente en
criotubos estériles que fueron etiquetados y deposi-
tados en congelador a —20° C durante 1 hora. Poste-
riormente se transportaron y almacenaron hasta su
procesamiento en cajas clasificadoras en un ultra-
congelador (—85° C).

Las técnicas bioquimicas que se han realizado en
todas las muestras de humor acuoso han sido las
siguientes:

1) Determinacién de la concentracién total de
6xido nitrico: Mediante un preparado comercial de
R&D Systems. E1 ON es un compuesto con una vida
media muy corta, por lo que no es posible utilizar
métodos convencionales de detecciéon. En cambio,
como la mayor parte del ON en el organismo se
encuentra en forma de nitrito y nitrato, podemos
utilizar la concentracién de estos aniones para rea-
lizar una medida cuantitativa de la produccién de
ON. Para ello, primero se debe convertir el nitrato a
nitrito y, posteriormente, convertir este nitrito en un
cromoforo, mediante la reaccion de Griess, y reali-
zar la medicién espectrofotométrica a 550 nm
(20,21). La variabilidad de la técnica para determi-
nacién del ON, tal y como aparece en el protocolo
correspondiente es de 10 a 92 umoles por litro.

2) Determinacion de la actividad oxidante:
Mediante un protocolo que permite la determina-
cion del malonildialdehido (MDA) como producto
de la peroxidacion lipidica, siguiendo la técnica del
dcido tiobarbitdrico (TBA) y de las especies reacti-
vas (TBARS). En primer lugar debe procederse a
precipitar las proteinas y separar el MDA de las
mismas. Después se hace reaccionar el MDA con el

TBA (1 hora en ebullicién en oscuridad) y el resul-
tado es la formacién de un complejo que emite fluo-
rescencia (fig. 1). Se extrae este complejo mediante
butanol y a continuacién se mide la fluorescencia
del sobrenadante depositado en una placa multipo-
cillos. La técnica estd ya establecida y descrita
extensamente en trabajos anteriores (19,22,23).

3) Determinacion del estado antioxidante total:
Siguiendo una técnica enzimatico-colorimétrica y
mediante un preparado comercial de Laboratorios
Randox S.L. En este procedimiento se induce la
reaccion de la ferrilmioglobina y el ABTS (2,2’-
azino-di-[3-etilbenzotiazolin sulfonato]) para obte-
ner el radical catiéon ABTS, que presenta un color
verde-azulado cuya intensidad puede medirse en
espectrofotémetro a 600 nm. La presencia de antio-
xidantes inhibe la formacién de este catién, de
modo que se producird una reduccién de la intensi-
dad de dicha coloracién, proporcional a la concen-
tracién de antioxidantes de la muestra (fig. 2). Esta
técnica ha sido descrita con anterioridad, utilizada
por nuestro grupo de investigaciéon y validada en
trabajos anteriores (19,22,23).

Respecto al procesamiento de los datos, hay que
enfatizar que el tamafio de la muestra se calculd
mediante el programa Epiinfo StatCalc (Atlanta
GA, USA). Todos los datos fueron registrados en
una hoja disefiada para este particular en el progra-

(]
1] o S. N oM oH SH
“:: + 2 N T yi = T"N‘I
?H’ R0 Y

i o7 N oH OH
MDA TBA MDA-TBA,

Fig. 1: Formacion del complejo fluorescente a partir de
malonildialdehido (MDA) y dcido tiobarbitiirico (TBA).
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Fig. 2: Reacciones bioquimicas que tienen lugar duran-
te la determinacion del estado antioxidante total.
ABTS=2,2’-Azino-di-[3-etilbenzotiazolin sulfonato].
AOX=antioxidantes.

ma Excel (Microsoft Windows Professional, Micro-
soft Corporation, USA). El anélisis de los resulta-
dos se llevé a cabo mediante el programa SPSS
15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Para la compa-
racion de las variables cuantitativas se utilizé el
estadistico t de Student (nivel de confianza 95%),
mientras que para el andlisis de las variables cuali-
tativas se empled el chi cuadrado.

RESULTADOS

Las caracteristicas de los sujetos del estudio se
exponen en la tabla II. La distribucién por sexos en
ambos grupos fue homogénea, siendo la proporcién
entre hombres y mujeres de 0,765 en el GG y de
0,875 en el GC. El rango de edad estaba entre los 40
a los 90 afios.

Las pruebas bioquimicas realizadas en los humo-
res acuosos de los sujetos del estudio han aportado
los siguientes datos:

1) Determinacién del Oxido Nitrico Total: Los
valores obtenidos fueron la media y desviacion
estindar (DE) de 2-3 medidas por paciente. Los
resultados fueron significativamente superiores en
el GG (75,885 uM; DE 29,203 uM) respecto del GC

Tabla II. Caracteristicas demograficas de los grupos de

estudio
Grupo Grupo  p-valor**
Glaucoma  Cataratas

N 60 60 —
Hombres 26 (43,3%) 28 (46,7%) —
Mujeres 34 (56,7%) 32 (53,3%) —
Indice de masculinidad* 0,765 0,875

Edad 76,4 +6,7 T744+99 0,207

* Indice Masculinidad: n.° Hombres/n.® Mujeres.
** Prueba T para muestras independientes.

ARCH SOC ESP OFTALMOL 2008; 83: 365-372
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Fig. 3: Determinacion de ON en el humor acuoso. La
figura muestra los niveles de oxido nitrico (NO) medidos
en uM, que fueron significativamente superiores en el
grupo de glaucoma (p<0,05). El estadistico utilizado fue
la mediana.

(58,020 uM; 27,185 uM), siendo el p valor=0,0007.
La mediana para ambos grupos viene expuesta en la
figura 3.

2) Determinacién de la actividad oxidativa
(MDA/TBARS): El ensayo se repiti6 tres veces y
los resultados son la media y DE de tres medidas
por cada paciente. Se observaron unos valores esta-
disticamente significativos y superiores en el GG
(0,442 uM; DE 0,0159 uM) respecto del GC (0,089
uM; DE 0,030 uM), siendo el p valor=3,05551E-38.
La figura 4 refleja la mediana para ambos grupos de
experimentacion.

Malonildialdehido jm)

Fig. 4: Determinacion de EROx mediante la peroxida-
cion lipidica. Actividad oxidativa, medida como niveles
de malonildialdehido (MDA, uM) mediante la técnica
del dcido tiobarbitiirico (TBARS). El estado oxidativo
fue significativamente superior en el grupo de pacientes
con glaucoma (p<0,05). El estadistico utilizado fue la
mediana.
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3) Determinacion de Estado Antioxidante Total:
Los resultados obtenidos son la media y DE de dos
ensayos. El estado antioxidante total fue significati-
vamente menor en el GG (1,954 mM; DE 0,623
mM) respecto del GC (4,010 mM; DE 1,341 mM),
siendo el valor de la p = 2,97074E-19. La mediana
para ambos grupos se muestra en la figura 5.

DISCUSION

El presente estudio se ha disefiado para identifi-
car moléculas que puedan intervenir en la patogenia
y en la evolucion del GPAA. Debido a la imposibi-
lidad de reclutar un grupo de personas sanas para
extraerles en el quir6fano una muestra de humor
acuoso, este estudio ha utilizado un grupo de
pacientes con cataratas no complicadas como el
grupo comparativo, Aunque la presencia de estrés
oxidativo en las cataratas ha sido demostrado con
anterioridad (17) y considerando que los valores de
este grupo son el resultado del proceso de catarato-
génesis, hemos partido de estos valores para com-
parar el nivel de estrés oxidativo obtenido de los
pacientes glaucomatosos en estadio quirdrgico
seglin los nomogramas de riesgo y el criterio del
oftalmdlogo, que fueron intervenidos mediante la
técnica de trabeculectomia «ab externo» con los
hallados en los sujetos sin glaucoma.

El estudio de la distribucién por sexos y edad no
mostrd diferencias significativas entre los dos gru-

Estado Antioxidante Total (mm)
MEDIANA

Fig. 5: Determinacion de la actividad antioxidante. La
figura muestra el estado antioxidante total, expresado en
mM. En el grupo de glaucoma se observa una actividad
global antioxidante significativamente menor que el
observado en el grupo de cataratas (p<0,05). El estadis-
tico utilizado fue la mediana.

pos. Aunque el rango de edades fue desde los 40
hasta los 90 aflos, la mayoria de los pacientes de
este estudio se situaban por encima de los 60 afios.
Este dato resulta interesante en el contexto de nues-
tro trabajo, puesto que ya ha sido demostrado que
tanto el glaucoma como las cataratas tienen una
relacién directa con el aumento de la edad y el enve-
jecimiento (4). Un grupo de investigacion del Insti-
tuto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) realiz6
un trabajo sobre una poblacion de Segovia en la
cual concluyen que la prevalencia del glaucoma en
el grupo de personas entre 40-49 afios era de 0,01%,
y en las personas entre 60-69 era de 2,40%?25.

Nuestros objetivos han sido determinar la presen-
cia de ON, de EROx y el estado de los mecanismos
antioxidantes (AOXT) en relacién a la progresion
del glaucoma, utilizando el humor acuoso obtenido
al inicio de la cirugia programada de segmento ante-
rior ocular. Para facilitar la lectura de esta seccién
vamos a estructurarla en los siguientes apartados:

1) Se han analizado los niveles de ON en el
humor acuoso en ambos grupos de sujetos, hallan-
do valores estadisticamente superiores en el grupo
de pacientes con glaucoma frente al grupo de cata-
ratosos. Estos resultados apoyan los obtenidos por
Chang y colaboradores (13) que demuestran la
variabilidad del ON en relacién a la enfermedad
glaucomatosa. No se han llevado a cabo experimen-
tos para determinar la enzima implicada en la pro-
duccién de ON en el humor acuoso de los sujetos
del estudio, y por lo tanto no se puede establecer el
fenotipo o fenotipos celulares que sobre-expresan el
ON. Ahora bien, la concentracion global de ON si
que estd significativamente aumentada en los
pacientes que han demostrado empeoramiento de la
enfermedad glaucomatosa, siendo el criterio del
oftalmdlogo el que establece el riesgo de progresion
y por tanto la conveniencia de la cirugia antiglauco-
matosa. No se ha determinado la cantidad de ON
que se transforma en peroxinitritos y por tanto no se
puede asegurar la presencia del estrés nitrosativo.
Aun asi, considerando todos nuestros resultados
proponemos que el aumento de la formacién de ON
en el humor acuoso en los pacientes con glaucoma,
en presencia de oxidantes debe inducir la formacion
de peroxinitritos y como consecuencia es muy posi-
ble que se induzca el estrés nitrosativo. Este punto
es un objetivo primordial a tratar en los experimen-
tos futuros de esta linea de investigacion.

2) Las determinaciones enzimatico-colorimétri-
cas de EROx y AOXT demuestran actividad red-ox
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en el humor acuoso de ambos grupos, siendo nota-
ble el mayor desequilibrio entre la formacién de
EROS y disminucién de AOXT en el GG. Varios
grupos de investigacion han realizado estudios que
demuestran la existencia de estrés oxidativo en el
envejecimiento (24) y en relaciéon al glaucoma,
como el trabajo realizado por Ferreira y colabora-
dores (26) y, en este sentido, nuestros resultados
seflalan los mismos pardmetros que los obtenidos
por este grupo de investigadores, apoyando la pre-
sencia de agentes oxidantes en el humor acuoso en
el glaucoma en estadio pre-quirdrgico. Este ha sido
definido como la fase de la enfermedad en la que la
progresién de las pruebas morfoldgicas (excavacion
papilar) y funcionales (campo visual, andlisis de
fibras dpticas) y/o la falta de respuesta al tratamien-
to hipotensor (o la falta de cumplimiento), indepen-
dientemente de reflejar el farmaco utilizado, acon-
seja la cirugia antiglaucomatosa para evitar la pér-
dida de vision.

La neuropatia dptica glaucomatosa es una enfer-
medad neurodegenerativa y como tal es causa de
ceguera irreversible de los pacientes afectos (4).
Sabemos que, desde un punto de vista puramente
mecdnico su causa principal es el aumento de la
presion en el interior del globo ocular. Pero, esta
enfermedad se caracteriza por la induccién de apop-
tosis a las células ganglionares de la retina (4,15).
(Cudles son, entonces, las causas celulares y mole-
culares que rodean la degeneracion de las células
ganglionares? (Es este un hecho restringido a la
retina? ;Existe la posibilidad de frenar o invertir el
proceso degenerativo que conduce a la ceguera?
Como es obvio, son aun demasiadas las preguntas
sin respuesta. En nuestro estudio, reforzamos los
hallazgos de Ferreira y cols. (26), y avalamos la
implicacion del ON y del estrés oxidativo como
mecanismos etiopatogénicos del glaucoma, enfati-
zando la importancia de los marcadores bioquimi-
cos en humor acuoso para evaluar la progresiéon de
la neuropatia 6ptica glaucomatosa.

De todo ello, se deduce que el conocimiento de
las bases bioquimicas y moleculares que constitu-
yen la etiopatogenia del glaucoma en humanos es
esencial para investigar nuevas vias de tratamiento
que puedan mejorar las actuales. Ademds, la com-
prension de los mecanismos implicados en las fun-
ciones celulares, incluyendo la muerte y la supervi-
vencia neuronal y, si es posible, la identificacién de
cualquier proceso que pueda informar acerca de
reparacion celular y reposicién de elementos daiia-

dos durante la enfermedad glaucomatosa, abriria
nuevos campos en la expectativa de vision de los
pacientes con glaucoma, que seria los beneficiarios
inmediatos de estas investigaciones, incluyendo las
estrategias terapéuticas que permitan controlar la
disponibilidad de ON y la inhibicién en la forma-
cion o el bloqueo de la actividad de las EROx, favo-
reciendo el estado de las defensas antioxidantes.
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