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1. Estructura del ojo.

1.1 Divisidon anatdmica y funcional del globo ocular.

El globo ocular es una estructura de 22- 27 mm de didmetro anteroposterior y 69-85 mm de
circunferencia (1,2), localizado en el interior de la cavidad orbitaria y sostenido por seis musculos
extrinsecos que controlan su movimiento, asi como por una capa de tejido adiposo alrededor
de éste, que amortigua sus movimientos. Su funcién es la de enfocar los rayos luminosos
provenientes del medio exterior sobre la retina, para lo que dispone de una anatomia especial

compuesta por los siguientes elementos (Figura 1):
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Ciliary body | —t Fotine

Suspensory
ligament X

Fovea (center
of visual field)

Cornea —~ /
Iris — g/ S _ Optic

Central artery and

VItbest Iaior -~ vein of the retina

 Opti disk
(blind spot)

Figural. Esquema de las cdmaras y tejidos que constituyen el ojo humano. Adaptado de (3).

1. La cdérnea: es un tejido conectivo avascular y transparente que actla como primera
barrera estructural del ojo. Histolégicamente esta formada por cinco capas: el epitelio,
el estroma y el endotelio, que se hayan separadas por la membrana de Bowman y la
membrana de Descemet respectivamente. En el adulto tiene un didametro de 11.5-12
mm y un grosor de 0,5 mm en el centro, aumentando dicho valor gradualmente hacia la
periferia, lo que genera un sistema dptico asférico (4). Esta anatomia especial, le permite
ser el principal elemento refractil del ojo, aportando aproximadamente dos tercios del

poder didptrico ocular(2).

2. Humor acuoso: es el liquido que bafa las cdmaras anterior y posterior. Es sintetizado en

el cuerpo ciliar a una velocidad de 2-3 ml/min por medio de secrecion activa e
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independiente de la presién intraocular. Este proceso comienza con el transporte activo
de sodio hacia los espacios intercelulares, lo cual arrastra los iones cloruro y bicarbonato
para mantener la neutralidad eléctrica. Este desplazamiento idnico provoca, en ultima
instancia, la salida osmética de agua desde los capilares sanguineos y la solucién
resultante fluye desde los espacios intercelulares hacia la cdmara anterior del ojo. Desde
la cdmara anterior, circula por delante del cristalino y sigue por el sistema trabecular
donde, finalmente, es drenado en el canal de Schlemm, desembocando en las venas
extraoculares (5). A lo largo de su recorrido desempefia funciones de nutricidn de las
estructuras avasculares anteriores (cristalino y cérnea). Ademas, bajo condiciones de
enfermedad, la concentraciéon de algunos de sus metabolitos cambian, lo cual lo
convierte en una prometedora herramienta de diagndstico para las enfermedades

oculares (6-8).

Cristalino: estructura biconvexa transparente que se encuentra suspendida y fijada a la
superficie interna del cuerpo ciliar cuyos componentes principales son el colageno tipo
IV, laminina, entactina, perlecano, coldgeno tipo XVIII, proteoglicano de sulfato de
heparina y fibronectina (9,10). Su funcion principal es el enfoque preciso de la luz sobre
la retina, para lo cual su forma es controlada por la musculatura ciliar. La musculatura
ciliar presenta inervacion parasimpatica, cuya estimulacién produce la contraccién de
las fibras, incrementando el grosor del cristalino y su poder diéptrico, proceso conocido
como acomodacion, que permite el enfoque de los objetos cercanos (11). La capacidad
de acomodacién se ira perdiendo con el envejecimiento debido a la desnaturalizacién
progresiva de las proteinas del cristalino, llegando a la falta completa de acomodacion

en torno a la edad de 65 afios (10,12).

Cuerpo vitreo: es la estructura mas grande dentro del ojo. Ocupa aproximadamente el
80% del volumen intraocular. Tiene una consistencia gelatinosa, compuesta en un 98%
de agua y una pequefia porcion de proteinas, siendo el colageno tipo Il la proteina mas
abundante (13). Su funcién principal es la de mantener la forma interna del ojo,
permitiendo a la retina contacto directo con el epitelio pigmentario; asi como actuar de

amortiguador de la estructura durante los movimientos oculares rapidos (14,15).
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El globo ocular de los mamiferos se encuentra rodeado, a su vez, de tres estructuras:

1. Latunica fibrosa, que constituye la capa mas externa e incluye tanto a la cérnea como

a la esclerética.

2. Latunica vascular o Gvea, formada por la coroides, el iris y el estroma del cuerpo ciliar.

La coroides es el manto vascular que cubre la retina, extendiéndose desde el nervio
Optico hasta el cuerpo ciliar. Proporciona nutrientes a las células de la retina, asi como
constituye la barrera hematorretiniana para la difusién de los metabolitos a su través.
Ademads de sus funciones vasculares y de proteccion, la coroides también contiene
células secretoras probablemente involucradas en la modulacién de las vascularizaciéon

y en el crecimiento de la esclera (16—18).

El iris es un diafragma pigmentado situado posteriormente a la cérnea que delimita la
entrada de luz al interior del globo ocular para una correcta formacién de las imagenes
por medio de un proceso de adaptacion, consistente en la mayor o menor apertura del
tamano de la pupila. La dilatacién pupilar regula la cantidad de luz por medio de

estimulacién simpatica y antagonistas muscarinicos (19).

El cuerpo ciliar es la porcidn engrosada de la tunica vascular situada inmediatamente
posterior al iris. Estd compuesto por dos musculos estriados esclerocorneales. Es el
tejido encargado de la secrecion de humor acuoso, participa de la barrera
hematoacuosa y sirve como punto de fijacion para los ligamentos suspensorios del

cristalino (19,20).

3. Latunicanerviosaoretina, que es la capa mas profunda y esta compuesta por el epitelio

pigmentario y la retina (21).

La anatomia especial del ojo responde a la necesidad de enfocar de manera correcta los haces
luminosos provenientes del medio exterior sobre la retina. Para ello, las lentes que componen
el sistema ocular (cérnea vy cristalino) refractan estos haces, enfocandolos sobre los
fotorreceptores de la retina (12). Estas lentes son conocidas como aparato didptrico o medios
Opticos de difraccidn (Guyton and Hall, 2016). De esta manera, el ojo posee un sistema de lentes
compuesto por cuatro superficies de refraccién: 1) la separacion entre el aire y la cara anterior
de la cdrnea; 2) la separacién entre la cara posterior de la cdrnea y el humor acuoso; 3) la

separacion entre el humor acuoso y la cara anterior del cristalino; 4) la separacién entre el
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cristalino y el humor vitreo. Considerando todas estas lentes como una sola, el poder diéptrico
total del ojo es de 59 dioptrias cuando la acomodacién del cristalino responde a la visién de lejos

(Guyton and Hall, 2016).

Una vez que el haz luminoso llega a la retina es convertido en impulsos nerviosos que son
enviados a través del nervio éptico hasta el cerebro, donde se produce la visidon propiamente

dicha.

2. Estructura de la retina.

La retina es la porcidn del ojo sensible a la luz y estd compuesta fundamentalmente por dos
capas: una capa nerviosa situada internamente en donde se localizan los fotorreceptores, las
neuronas de conduccién y las células de sostén, y una capa no nerviosa mas exterior constituida
por el epitelio pigmentario de la retina, el cual se haya unido a la capa coriocapilar por medio de

la membrana de Bruch (22,23).
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Figura2. Representacion esquemdtica del ojo humano y la retina. A) Anatomia del ojo humano con B)

detalle de la estructura y los componentes celulares de la retina (24).

2.1 Células y capas de la retina.
El plan basico estructural de la retina estd altamente conservado en el linaje de mamiferos, con
una parte nerviosa compuesta por cinco clases neuronales principales, las células de sostén que
proporcionan soporte metabdlico y homeostatico al conjunto y una monocapa de células
epiteliales pigmentadas que constituyen el epitelio pigmentario de la retina (25,26). Atendiendo
a la funcién que cada tipo celular desempefia en la retina, podemos clasificarlos en cinco grupos

principales, distribuidos en capas identificables a microscopia dptica:
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Células epiteliales pigmentadas del epitelio pigmentario de la retina.
Fotorreceptores: los conos y bastones de la retina.
Neuronas de conduccidn: células bipolares y ganglionares.

Neuronas de asociacién: células horizontales y amacrinas.

A S

Células de sostén: células de Miiller, microglia y astrocitos.

2.1.1 Epitelio pigmentario de la retina.
Esta formado por una monocapa de células epiteliales cuboides y pigmentadas que cubren la
pared interna del globo ocular. La membrana apical del epitelio pigmentario esta orientada hacia
los segmentos exteriores de los fotorreceptores y contiene numerosas microvellosidades
apicales largas que rodean a los conos y bastones, mientras que su membrana basolateral estd
recubierta por los capilares fenestrados de la coroides, contactando con la coroides a través de
la membrana de Bruch (27,28). Su polaridad celular y posicién especifica le permiten realizar
una multitud de funciones que resultan esenciales para la funcién visual (26,27) (Figura 3), entre

las que destacan:

1. Producciony acumulacién de granulos de pigmento en el interior de melanosomas. Los
melanosomas son los responsables de “apagar” el exceso de luz, impidiendo la reflexion
de los haces luminosos y permitiendo el contraste normal entre puntos claros y oscuros
necesario para la formacion de una imagen precisa (26,27,29).

2. Transporte de moléculas desde la coroides hacia la retina, como glucosa, acidos grasos
y el retinol, que los entrega a los fotorreceptores. También participa del movimiento de
agua y otros componentes, impidiendo su acumulacién en el interior de la cavidad
vitrea. Por otro lado, alberga grandes cantidades de vitamina A, la cual es intercambiada
de manera continua con los segmentos externos de los fotorreceptores (30).

3. Mantiene la excitabilidad de los fotorreceptores. Los fotorreceptores son incapaces de
reisomerizar todo el trans-retinal formado después de la absorcién del fotén, de manera
qgue, para mantener la excitabilidad de estos, la retina transporta el trans-retinal a las
células del epitelio pigmentario y, una vez reisomerizado a 11-cis-retinal, viaja
nuevamente a los fotorreceptores para comenzar un nuevo ciclo de excitacién. Ademas,
la conductancia idnica dependiente del voltaje de la membrana apical permite al epitelio
pigmentario estabilizar la composicidn idnica del espacio subretiniano, esencial para

mantener la excitabilidad de estos (26,31).
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4. Fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores a través de las extensiones
de la membrana apical, que rodean e interactian con los fotorreceptores. En este
sentido, la dependencia del fotorreceptor del epitelio pigmentario es tal que pueden
considerarse como una sola unidad funcional de manera que una anormalidad en el
funcionamiento del epitelio pigmentario conducira inexorablemente al aumento de la
vulnerabilidad de los fotorreceptores (32,33).

5. Es el principal componente de la barrera hematorretiniana, participando del privilegio

inmune del ojo (21,26).

Light Absorption Epithel Transport Glia ‘ Visual Cycle Phagocytosis Secretion

Fenestrated Capillary Bed

Glucose
Vitamin A ! H.O VEGF

Figura 1: Esquema general de las funciones del Epitelio Pigmentario de la Retina. Modificado de (26).

2.1.2 Capa de fotorreceptores
Las células fotorreceptoras de los vertebrados deben ser capaces de captar fotones y convertir
las sefales luminosas en cambios del potencial de membrana y transmitir esta informacién
codificada a las neuronas posteriores. Las células encargadas de realizar esta funcién son los
conos y los bastones (34-37). Con un ratio de 20:1 de bastones frente a conos, los bastones se
concentran en las regiones periféricas de la retina, mientras que los conos predominan en la
region central (38). Ambos tipos celulares son neuronas sensoriales que contienen una
arquitectura muy elaborada en la que destaca la presencia de cientos de discos membranosos
sensibles a la luz en el segmento externo de estas células. Estos discos apilados capturan la luz

e inician una cadena de eventos moleculares y celulares que subyacen a la visidn (39,40).

Los conos y los bastones presentan diferencias a nivel estructural, funcional, en la sensibilidad a

la luz, de cinética de respuesta y rango de adaptacion (39). Todas estas diferencias se pueden
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atribuir a las diferencias estructurales de los segmentos externos de ambos tipos celulares
(Figura 4). Los bastones son mucho mas sensibles a los estimulos luminosos que los conos,
pudiendo ser excitados tan solo por un solo fotdn, resultando idéneos para las condiciones de
baja iluminacién. Por su parte, los conos son menos sensibles y necesitan de una intensidad
luminica mayor para poder ser excitados y funcionan con la luz brillante, teniendo una mayor

agudeza visual que los bastones (40,41).

2.1.2.1 Anatomia de los fotorreceptores.
De forma general, la anatomia de conos y bastones se puede dividir en cuatro partes principales:
segmento externo, segmento interno, cuerpo celular y terminal sindptica. Esta organizacién ha
sido ampliamente mantenida en practicamente todos los vertebrados, aunque existen algunas
diferencias en cuanto al numero, tipo y tamafio de los mismos (37).
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Figura 2: Esquema general de A) anatomia de conos y bastones con B) detalle ultraestructural de los
segmentos externo e interno de cada tipo de fotorreceptor. Adaptado de Ross, 2013.

1. El segmento externo: constituye la porcidn del fotorreceptor sensible a la luz, cuya
morfologia puede ser cénica o cilindrica dependiendo de si se trata de un cono o un
bastdn respectivamente. Consisten en una pila de discos membranosos altamente
empagquetados formados por invaginaciones transversales de la membrana
plasmatica en cuyo interior se almacenan los pigmentos visuales encargados de la

fototransduccidn. En los bastones, los discos estan limitados por la membrana
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plasmatica, perdiendo su continuidad con ella, mientras que en los conos si retienen
esta continuidad (Figura 4B).

El segmento externo de los fotorreceptores contiene una alta cantidad de moléculas
fotosensibles, lo que conduce a la acumulacidn de proteinas y lipidos dafiados por
fotooxidacion. Por ello, la concentracion de sustancias toxicas en el interior de los
fotorreceptores tras la exposicién a la luz aumenta. La transduccidn visual depende
de la correcta estructura y funcidn de las proteinas que participan en el proceso.
Para mantener la excitabilidad de los fotorreceptores, los segmentos exteriores son
continuamente renovados (37). A través del desprendimiento coordinado del
extremo del segmento y de la formacién de nuevos discos en la zona basal, se
mantiene la longitud del segmento externo constante. Estos discos desprendidos
son fagocitados posteriormente por las células del epitelio pigmentario. Esta
interaccion es esencial para mantener la integridad estructural de los

fotorreceptores (30,41).

Segmento interno: es la porcién del fotorreceptor que contiene el reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi, organulos donde tiene lugar la sintesis de los
componentes proteicos y lipidicos, que son enviados al segmento externo a través
del cilio de conexién. También estd lleno de mitocondrias, localizadas adyacentes al
segmento externo, que satisfacen las enormes demandas energéticas asociadas a la

fototransduccidn, que tiene lugar en el segmento externo (37,39).

El cuerpo celular, que contiene el nucleo.

Terminales sinapticas: de morfologia redondeada en los bastones y triangular en los
conos, es la porcidn del fotorreceptor que establece sinapsis con las células
bipolares y horizontales para transmitir la informacion visual en su camino hacia los
centros visuales (Fu and Yau, 2007). En su interior contiene una gran cantidad de

vesiculas en donde se almacenan los neurotransmisores (37,41).
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2.1.3 Membrana limitante externa
Delgada membrana constituida por una hilera de zénulas adherentes entre el extremo apical de
las células de Miiller y los fotorreceptores. Su funcién es la de actuar como barrera metabdlica

para limitar la libre difusion de moléculas hacia las capas profundas de la retina (42).

2.1.4 Capanuclearinterna
Capa de la retina en la que se localizan los nucleos de las células bipolares (41%), horizontales
(3,1%), amacrinas (39%) y células de Miiller (16%). Todos estos tipos celulares juegan un papel

importante en el procesamiento visual temprano (43).
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Figura 3: Esquema de los tipos celulares que conforman la retina. Las letras mayusculas se corresponden
con los tipos celulares; C, conos; R, bastones; M, células de Miiller; A, células amacrinas; B, células
bipolares; H, células horizontales; G, células ganglionares. Adaptado de (44).

1. Células bipolares: neuronas de conduccién que transmiten la informacion recibida de
los fotorreceptores hacia las células ganglionares y amacrinas. La mayoria de estas
células no disparan potenciales de accidn sino que responden a los estimulos luminosos
con pequefios cambios graduados en el potencial de membrana (45). A través de sus
dendritas contactan con los conos y bastones a nivel de la capa plexiforme externay, a
través de su axon, en la capa plexiforme interna establecen sinapsis con las células
amacrinas y ganglionares (46,47). Se han descrito hasta 15 subtipos diferentes de células
bipolares en ratén, estableciendo dos grupos dependiendo de si hacen sinapsis con

conos o con bastones (46). La sefial evocada por la luz en los fotorreceptores es recibida
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de manera diferente por los subtipos de células bipolares. Algunas células bipolares
expresan receptores ionotropicos de glutamato (tipicamente AMPA) vy sufren
despolarizacion ante la liberacidn continua de glutamato desde los fotorreceptores en
condiciones de oscuridad (células bipolares tipo OFF). Cuando los incrementos de luz
disminuyen la liberacién de glutamato desde los fotorreceptores, estas células bipolares

se hiperpolarizan y, por lo tanto, se las denomina células bipolares tipo ON (45).

Células horizontales: neuronas de asociacién que establecen sinapsis tanto con los
fotorreceptores como con las células bipolares en la capa plexiforme externa.
Dependiendo de la ausencia de axdén o presencia de axdn corto se clasifican en células
horizontales tipo A y B respectivamente. Ambos tipos son neuronas gabaérgicas de
interconexién lateral que modulan la informacion de salida de los fotorreceptores y
juegan muchos papeles en el procesamiento visual temprano contribuyendo a mejorar
el contraste, la generacidn de campos visuales y los de patrones de color/ oscuridad
(43,48,49). Estudios recientes sugieren que las células horizontales pueden actuar
también a una escala mucho mas pequefa, entre una Unica célula dendritica y un
terminal axdnico de un fotorreceptor, desempefando funciones en el procesamiento

visual a nivel local y global simultdaneamente (48,50).

Células amacrinas: llamadas asi por Santiago Ramodn y Cajal debido a su morfologia “sin
fibra larga”, la mayoria de las células amacrinas carecen de axdn, reciben los estimulos
excitatorios de las células bipolares y establecen sinapsis con las dendritas de las células
ganglionares asi como inhibicion lateral con otras células amacrinas (43,45). Los cerca
de 30 tipos de células amacrinas (51) dan forma a las caracteristicas espacio-temporales
de los campos receptivos de las células bipolares y ganglionares y enriquecen la
diversidad y el contenido de informacién de las sefiales visuales en la retina interna
(45,52). Una caracteristica importante de las células amacrinas es su capacidad de
liberar GABA o glicina (neurotransmisores que ejercen efectos inhibitorios y excitatorios
respectivamente) y, al menor, otro neurotransmisor (acetilcolina o glutamato),
permitiendo que células individuales jueguen multiples roles en el procesamiento visual

(52).
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2.1.5 Capade células ganglionares
Las células ganglionares son las neuronas de salida de la retina y envian la informacidn visual a
través de sus axones por el nervio dptico a los centros superiores en el cerebro (45). La distancia
total recorrida por las células ganglionares de la retina comienza en las sinapsis con las células
bipolares y amacrinas hasta las sinapsis cerebrales con las neuronas en el nucleo geniculado
lateral. Anatémicamente estan formadas por un arbol dendritico que establece sinapsis con las
células bipolares y amacrinas; un cuerpo celular; un axédn no mielinizado, que incluye porciones
intraoculares y de la cabeza del nervio dptico; un axdn mielinizado, que incluye porciones
intraorbitarias e intracraneales (53). Son precisamente sus axones los que conforman el nervio

Optico.

La retina humana contiene tan solo un millén de células ganglionares mientras que hay mas de
cien millones de fotorreceptores. Esta diferencia notable en la cantidad de ambos tipos celulares
fuerza a una estructura organizativa especial. En regiones periféricas de la retina, una sola célula
ganglionar pueda establecer sinapsis con hasta un centenar de células bipolares. Por el
contrario, en la macula lutea que rodea a la févea (la regién de mayor agudeza visual), cada
célula bipolar establece sinapsis con una sola célula ganglionar, generando una imagen punto

por punto desde la févea al cerebro (54,55).

El procesamiento visual comienza en la retina. Los fotorreceptores transmiten las sefiales
luminosas a las células bipolares que, a su vez, la transmiten a las células ganglionares. Cada tipo
de célula ganglionar extrae caracteristicas especiales de la escena visual y la trasmite al cerebro.
Estudios iniciales clasificaron las células ganglionares en ON, OFF y ON-OFF basandose en la
respuesta a la estimulacién con luz. Estos estudios también identificaron tipos de células
ganglionares especificos para la deteccion de movimiento e iluminacidn constante. Segln esta
clasificacion, las células ganglionares miden diferencias dentro de los campos receptores por
comparacién del grado de iluminacidn entre el centro y la periferia de la célula. De esta manera,
en los campos receptores de centro ON, la luz produce la respuesta mas fuerte si incide en el
centro, mientras que para su inhibicion la luz tiene que incidir en la periferia. Por su parte, las
células ganglionares de centro OFF tienen la organizacidn contraria, estimulandose cuando la
luz incide en la periferia mientras que presentan inhibicién cuando la luzincide en la zona central

(54).

El descubrimiento reciente de un tercer tipo de fotorreceptores en la retina de los mamiferos
(56), las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles (ipRGC) ha tenido un gran impacto

pues permite explicar adecuadamente numerosas funciones de la luz no relacionadas con la
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visidn, incluida su influencia sobre el ritmo circadiano y en la regulacidon del reflejo pupilar (57).
Este tipo especial de células ganglionares contienen melanopsina, un pigmento que, aunque
menos sensible que los pigmentos de los conos o bastones, dota a las células ganglionares de la

capacidad de responder directamente a la luz, incluso en ausencia de conos y bastones (56,58).

2.1.6 Membrana limitante interna.
Es una fina capa constituida por la lamina basal de las células de Miiller (el extremo apical de

estas células conforma la membrana limitante externa) y separa la retina del espacio intravitreo.

2.1.6.1 Células gliales de la retina.
La retina de los vertebrados contiene cuatro tipos principales de células gliales: los astrocitos,
las células de Miiller, la microglia residente y un cuarto tipo, los oligodendrocitos, los cudles se
han visto en la retina asociados a axones de células ganglionares mielinizadas. Todos los tipos
celulares estdn destinados a mantener la homeostasis retiniana, brindar soporte estructural, la
fagocitosis de los desechos neuronales, la liberacion de ciertos transmisores y factores troficos,
asi como la absorcion de potasio, etc. (59,60). De todos ellos, las células de Miiller son el
elemento glial predominante, representando el 90% de la glia retiniana. Morfolégicamente son
células que atraviesan la retina desde su borde interno (limite con la cdmara vitrea) hasta el

extremo distal de la capa nuclear externa.

Las células de Miiller estdn involucradas en la organizacidon estructural de la barrera
hematorretiniana. Los capilares sanguineos estan envueltos por las células de Miiller, que
actlan como un sistema de comunicacion para el intercambio metabdlico entre la vasculatura
y las neuronas, de una manera analoga a la que se postula para los astrocitos en el cerebro (59).
Sin embargo, la estrecha asociacion fisica entre los procesos de las células de Miiller y los vasos
retinianos deja abierta la posibilidad de que las células de Miiller per se sean componentes
esenciales de la barrera hematorretiniana y, como tal, influir de manera directa en su propia

permeabilidad (61,62).
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3. Miopia.

3.1 Prevalencia, distribucion y fisiopatologia de la enfermedad.

La miopia es un problema médico y un problema déptico de desenfoque debido a un desajuste
entre la longitud axial del globo ocular y las lentes que lo componen que determina que la luz se
enfoque delante de la retina y, como consecuencia, los objetos distantes aparecen borrosos
(63,64). La miopia ha demostrado un significativo aumento de la prevalencia en las ultimas
décadas, convirtiéndose en uno de los principales trastornos oculares que causan discapacidad
visual en todo el mundo. Actualmente, entre el 30-50% de los adultos en EE.UU. y Europa son
miopes, condicion que es mucho mas frecuente en los paises asiaticos en los que llega a afectar
hasta al 90% de los estudiantes de secundaria (65-68). Siguiendo las tendencias actuales, se
espera que su prevalencia aumente de las 1400 millones de personas actuales a 5000 millones
para 2050 (aproximadamente el 50% de la poblacién mundial) de las cudles, el 10% padecera la
variedad de miopia alta (67,69-73).

A pesar de que los sintomas refractarios de la miopia pueden aliviarse con gafas y lentillas o
cirugia, el riesgo de complicaciones como el desprendimiento de retina, glaucoma y
degeneraciéon macular aumenta en la variedad de miopia alta y pueden conducir a la pérdida

irreversible de vision (66).
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Figura 4: Mapa geografico de prevalencia de miopia. Adaptado de (74).
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3.2 Predisposicidn genética e interacciones genético-ambientales de la
miopia.
Todos los modelos animales, asi como las observaciones realizadas en humanos parecen apoyar
la premisa de que el desarrollo de miopia estd promovida por una compleja interaccién entre
factores genéticos y ambientales (63,66,75). Hasta la fecha se han realizado numerosos estudios
destinados a identificar y comprender el funcionamiento de los genes involucrados en el
desarrollo del estado refractario basal y de los genes de susceptibilidad a miopia. Estos estudios
han identificado mas de 100 genes y 20 cromosomas asociados al desarrollo de miopia (76—79).

Los cambios en los niveles de expresidn génica involucran a la retina, coroides y esclera (80—83).

Sin embargo, al analizar poblaciones diferentes solo algunos de estos genes estan presentes y,
ademas, tienden a ejercer pequefios efectos que tipicamente representan tan solo una pequena
proporcién de la miopia (84). Por ello y a pesar de su gran importancia, estos estudios no
explican con claridad el fenémeno subyacente al desarrollo de miopia en su totalidad, haciendo
necesaria la existencia de un fuerte componente ambiental (79,84-87). En este sentido, las
poblaciones afectadas podrian responder a diversos factores externos tales como el incremento
de la presion educativa, el incremento de la ingesta de hidratos de carbono (88), asi como la
disminucién de la exposicion a la luz solar, los cudles podrian estar asociados con el aumento de

la prevalencia global de miopia (65,85,89,90).

En conclusidn, el impacto de dichos factores ambientales viene determinado por variaciones en
los “genes de susceptibilidad”, de manera que es necesario la existencia de un fondo genético
que predisponga a padecer esta enfermedad y sobre el que ejercen su efecto los factores

ambientales (63,64,89,91-93).

3.3 Miopia baja, normal o leve.
El estado refractario ocular es una variable compleja, determinada por el equilibrio del poder
Optico de la cérnea, el cristalino y la longitud axial del globo ocular (94). Durante el desarrollo
ocular postnatal la experiencia visual se ajusta a un programa genético de crecimiento ocular,
haciendo que la potencia dptica del ojo y su longitud axial permitan la formacién de imagenes
sobre la retina en un proceso llamado emetropizacion (85). La incapacidad para lograr o
mantener la emetropia conduce al desarrollo de errores de refraccién (hipermetropia y miopia).

En la miopia, el alargamiento axial de globo ocular impide que laimagen se forme correctamente
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sobre la retina, produciendo una visidn borrosa de los objetos situados a cierta distancia del
observador.

Tradicionalmente, se han definido dos variedades de miopia: la miopia baja y alta. La miopia
normal (NM), leve o moderada se define por un defecto refractario inferior a las seis dioptrias y
a una longitud axial del globo ocular menor de 26mm. Valores superiores definen la miopia alta,
magna o degenerativa y predisponen al paciente a sufrir una serie de complicaciones derivadas

por lo que serd abordada en esta tesis como una patologia diferente (95).

4. Miopia alta, magna o degenerativa.

La miopia alta (HM), magna, degenerativa o maligna se caracteriza por un defecto refractario
superior a seis dioptrias y a una longitud axial del globo ocular superior a 26mm (95). Mientras
gue la miopia leve generalmente se estabiliza a lo largo de la segunda o tercera década de vida
sin cambios patoldgicos en la retina, en la miopia alta la estructura ocular experimenta un
cambio progresivo durante toda la vida del paciente que incluye el estiramiento de la pared
ocular, el debilitamiento de la pared escleral y adelgazamiento coroideo y cambios
degenerativos de la retina y la coroides, neovascularizaciéon coroidea y atrofia de los tejidos
posteriores (70). Por ello, no solamente se trata de una miopia baja con mas dioptrias, sino de
una patologia con una etiologia y evolucion diferentes y de gran impacto en la sociedad cuyo

mecanismo director permanece todavia desconocido.

Nuestra comprension de las bases anatdomicas de la patologia miope ha mejorado
sustancialmente con la aplicacién de técnicas avanzadas de diagndstico por imagenes como la
tomografia de coherencia éptica (OCT) o la resonancia magnética (RM) (96-99). Toda la miopia
es causada por un alargamiento excesivo del ojo, pero los ojos que padecen miopia patoldgica
no son simplemente alargados, sino que también estan severamente deformados. La presencia
de maculopatia miope implica cambios en la esclerdtica, la coroides y el campo visual
(95,100,101). Por ello, la maculopatia midpica se emplea para definir la miopia patoldgica,
incluyendo los signos especificos de miopia alta: estafiloma posterior, estrias lacadas, mancha
de Fuchs, adelgazamiento coriorretiniano y neovascularizacion coroidea (95). La elongacién del
globo ocular contribuye significativamente al desarrollo de la maculopatia miope. Sin embargo,
no todos los ojos con una longitud axial mayor desarrollan dicha maculopatia ni se puede
predecir qué ojos la desarrollaran y cuales no (102). Ademas, existen problemas asociados con

las diferentes definiciones de miopia y signos de la miopia patoldgica, puesto que en el rango de
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miopia de leve a moderado se observan pocos signos patoldgicos, aunque dichos signos

aumentan considerablemente con la miopia superior a -6D, asi como con la edad (11).

Todo ello hace necesario el establecimiento de una definicién global de la miopia alta, que
identifique los patrones moleculares que la dirigen y que la diferencian de la miopia normal, con

el fin de poder entender su desarrollo y evolucion.

4.1 Regulaciéon del crecimiento ocular y miopia alta.

Durante el desarrollo de los organismos, la mayor parte del cuerpo mantiene su formay tamano,
creciendo o decreciendo seglin sea necesario. Podemos encontrar ejemplos variados de este
proceso homeostatico de control del crecimiento en todo el mundo natural; el pez payaso regula
su tamafio corporal en funcidn de su estatus social dentro del grupo; las serpientes, cuyos
habitos alimenticios les permiten comer solo ocasionalmente, cambian dramaticamente el
tamanfio de sus intestinos, rifiones, pancreas, estdmago e higado tras una ingesta, decreciendo
su tamafio cuando el alimento es digerido. En todos estos casos, los mecanismos homeostaticos
de control del crecimiento causan cambios dramaticos en el control del crecimiento (103).

Por su parte, el ojo debe responder a un desafio notable. Su longitud axial debe permitir enfocar
la imagen sobre la retina. Cuando la imagen no es enfocada de manera correcta sobre la retina,
se producen errores de refraccién que pueden ser hiperdpicos o midpicos ante los cudles el ojo
responde cambiando su profundidad en un proceso llamado emetropizacién (104). En él, la
experiencia visual guia el crecimiento ocular de forma que, si el aparato ocular del ojo enfoca la
imagen antes o después de la retina, el ojo compensa dichos errores reduciendo su crecimiento
axial o acelerandolo.

De esta manera, se asume que hay dos mecanismos de control del crecimiento: una regulacion
activa no dependiente de sefales externas que regula el crecimiento del ojo de manera similar
al de cualquier érgano y otra, especifica del ojo, dependiente de la experiencia visual

(92,103,105).

4.1.1 Control local del crecimiento ocular: la experiencia visual.
En los casos en los que la profundidad del ojo y la potencia de las lentes del sistema ocular estdn
desajustados, la imagen generada es borrosa, lo cual es percibido por los fotorreceptores
retinianos. Cuando esto sucede, el ojo trata de compensar este desenfoque por medio de la

acomodacién y la emetropizacion. Ambos procesos responden a un desafio similar: como
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reconocer el signo del desenfoque. Los estudios realizados hasta la fecha con modelos animales
sugieren que el ojo es capaz de inferir por si mismo el signo del desenfoque (103,106).

La seflal mds prometedora para conocer el signo del desenfoque parece ser la aberracion
cromatica del ojo. En el caso de un ojo emétrope, la imagen se genera sobre la retina y la longitud
de onda del azul estd situada antes de la retina y la del rojo detras de esta. Si el ojo es miope
(mas largo de lo habitual), la longitud de onda correspondiente al rojo estara situada sobre la
retina, permaneciendo el azul por delante de esta y en una situacion de desenfoque. Por el
contrario, cuando el error de refraccidon es hiperdpico, ocurre el proceso inverso. El enfoque
diferencial de ambas longitudes de onde permite a las células de la retina inferir por si mismas

el signo del desenfoque ocular.
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Figura 5: Diagrama de los multiples planos de enfoque de un ojo hipermetrdpico (parte superior de la
imagen) y midpico (parte inferior). En el caso de un ojo hipermétrope, las longitudes de onda mas cortas
(azules) estan enfocadas mas fuertemente que las medias (verdes) o largas (rojas). Por su parte, en un ojo
miope, son las longitudes de onda largas (rojas) las que estan enfocadas (103,107).

Una vez que la retina reconoce el signo del desenfoque, es necesario una comunicacién entre la
retina y los tejidos posteriores (coroides y esclera) que permitan desplazar la retina hacia atras,
favoreciendo que el ojo se estire y alargue posteriormente hasta que la imagen se forme
correctamente sobre la retina. En este proceso intervienen diferentes neurotransmisores,

factores de crecimiento e interleucinas especificas del crecimiento ocular(103).
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4.1.1.1 Neurotransmisores y factores de crecimiento involucrados en el crecimiento
ocular.

Aunque los mecanismos neuronales por medio de los cuales la retina procesa la imagen y se
comunica con la coroides y la esclera todavia permanecen desconocidos, el desarrollo de
modelos animales ha incrementado notablemente nuestro conocimiento acerca de la
regulacién del crecimiento ocular y la implicacion que los diversos factores de crecimiento
tienen en este proceso. En estos modelos se han descrito una serie de moléculas candidatas de
regular el crecimiento actuando sobre el epitelio pigmentario, la coroides y la esclera (87). Entre
las moléculas secretadas por la retina y que viajan hacia los tejidos posteriores destacamos la
dopamina, el glutamato y la acetilcolina (108).
Ademas de la retina, en el crecimiento ocular juega un papel clave el epitelio pigmentario de la
retina (109), tanto por su localizacion como por ser la fuente de numerosos factores de
crecimiento y citoquinas tales como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento transformante (TGFg), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor
de crecimiento tipo insulina (IGF).
Junto con el epitelio pigmentario, la coroides también participa en el proceso de sintesis y
secrecion de sefiales que viajan posteriormente hacia la esclera. Entre estas moléculas
sintetizadas destacan el activador de plasmindgeno tisular (t-PA) y las metaloproteasas de la
matriz (MMP), que desempefian un papel fundamental en el remodelamiento escleral, actuando
sobre las fibras de colageno y favoreciendo, en ultima instancia, la elongacién del globo ocular.
Analizando con mayor detalle la contribucién de cada una de las moléculas involucradas en el

proceso y ordenandolas segun el tejido del que proceden, destacamos:

4,1.1.1.1 Liberados desde la retina.

e Dopamina: la dopamina retiniana se sintetiza y libera desde las células amacrinas e
interplexiformes (110) a partir del aminoacido tirosina en dos pasos: primero la L-
tirosina se convierte en 3,4- dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) por medio de la tiroxina
hidroxilasa (TH) y, en un segundo paso, la L-DOPA se convierte en dopamina (DA) por
medio de la DOPA descarboxilasa (111). La dopamina recién sintetizada es transportada
en vesiculas sinapticas por el transportador VMAT2. La principal sefial para la sintesis de
dopamina es la luz, con una activacion concomitante de tiroxina hidroxilasa que
mantiene las reservas de dopamina en estado estacionario bajo condiciones de

actividad neuronal (112). Cuando la dopamina se libera desde las células amacrinas,
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actla sobre los receptores presinapticos y postsindpticos y, finalmente, es transportada
de vuelta a las neuronas dopaminérgicas por el transportador especifico de dopamina
(DAT). Una vez dentro de la célula puede volver a ser empaquetada en vesiculas o
metabolizada por la monoaminooxidasa para volver a formar el dacido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), el metabolito primario de la dopamina en la retina.

La actividad de la dopamina se modula a través de sus receptores, localizados en casi
todas las clases neuronales dentro de la retina. La retina expresa 4 de los 5 subtipos de
receptores de la DA: D1R, D2R, D4R y D5R. Los receptores tipo D1 (D1R y D5R) estimulan
la sintesis de AMPc intracelular, mientras que los receptores tipo D2 (D2R y D4R) inhiben
su formacion (112).

Los experimentos realizados en modelos animales parecen demostrar que la dopamina
actla como una sefial de parada del crecimiento ocular (113), basado en la reduccién
de los niveles de DA y/o DOPAC retinianos y vitreos encontrados en primates, pollos y
cerdos como respuesta a la privacién de la visién y la colocacién de lentes negativos
(112,114). En ojos con privaciéon de forma parcial, la DOPAC retiniana disminuye
localmente solo en la regidn que ha sido privada (82) y vuelve a los valores normales
después de la eliminacion de los difusores en pollos (115,116).

Gran parte de los estudios destinados a conocer el papel de la dopamina en el desarrollo
de miopia se centran en conocer el rol que desempefian los receptores tipo D1y D2 en
este proceso (114). En general, estos estudios muestran que la activaciéon de los
receptores tipo D2 imitan el efecto protector de los periodos sin obstruccién en la vision
en modelos de miopia por deprivacion. En este sentido, es interesante destacar que los
antagonistas de los receptores D2 no son suficientes para inducir miopia pero si facilitan
su desarrollo (117). Por su parte, la contribucidon de los receptores tipo D1R en el
desarrollo de la miopia es menos claro, siendo necesario mas estudios que aclaren su
papel. La hipdtesis general es que la activacién de los receptores tipo D1 conduce a la
hipermetropia, mientras que la activacién de los receptores tipo D2 dirige al ojo hacia la
miopia (Figura 8).

La activacion de la retina por la luz conduce a cambios en la liberaciéon de DA por la
retina. La activacion de los fotorreceptores excita a las células amacrinas
dopaminérgicas, que a su vez aumentan el contenido retiniano de DA (118).

A nivel de la retina, la dopamina modula la conductancia de las uniones entre conos y
bastones por medio de la activacion de los receptores tipo D2, disminuyendo la actividad
intracelular de AMP. y la proteina quinasa A. Por tanto, en condiciones de baja

iluminacion y bajos niveles de dopamina, los fotorreceptores estan firmemente
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acoplados. Dado que la liberacién de dopamina estd regulada por la luz, la adaptacion a
la luz reduce el acoplamiento de las células horizontales y los tamafnos de los campos
receptivos, aumentando la agudeza visual con luz brillante. Por ello, es posible que la
dopamina inhiba el crecimiento ocular porque reduce el tamafo del campo receptivo
de la retina y simula una imagen bien enfocada sin necesidad de que el ojo se convierta

en un ojo miope (119).
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Actividad
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Reduce el tamaiio de los
campos receptivos y simula
una imagen bien enfocada

Figura 6: esquema del funcionamiento de la dopamina en la retina humana bajo condiciones de
iluminacién. El incremento de su sintesis y liberacion por las células amacrinas reduce el tamafio de los
campos receptivos al inducir un menor acoplamiento de las células horizontales, lo que simula una imagen
bien enfocada en la retina sin necesidad de que el ojo se vuelva miope. Elaboracién propia.

Recientemente se ha demostrado que los agonistas de la dopamina interacttdan con la
molécula de sefalizacion temprana ZENK, que desencadena los primeros pasos en la
regulacidon del crecimiento ocular. Sin embargo, dado que se necesitan largos periodos
de tratamiento para inducir cambios significativos en la sintesis y liberacién de
dopamina en la retina, su contribucion en los primeros compases de la miopia no esta
clara. En cualquier caso, la amplia distribucion espacial de las células amacrinas
dopaminérgicas en la retina y la observacién de que los cambios en los niveles de

dopamina pueden ser inducidos localmente por la privacion local de la retina sugiere
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gue los mecanismos dopaminérgicos controlan el crecimiento ocular y que las células
amacrinas no son secundarias sino que podrian mediar una sefial inhibitoria para la

elongacion axial del ojo (119-121).

Glutamato y GABA: el glutamato es el neurotransmisor excitador predominante en el
SNC de los mamiferos (122) y ejerce sus funciones a través de una familia de 5
transportadores que median su absorcién: GLAST, GLT-1, EAAC1, EAAT4 y EAATS. El
transportador EAATS es exclusivo de las células fotorreceptoras y las células bipolares
de la retina, desempefiando un papel importante en la transmision de la informacién
visual(123).

El acido y-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibidor ampliamente
distribuido en el sistema nervioso central y la retina que participa en la sefializacién
tanto de células amacrinas como horizontales. En la retina, GABA colocaliza y/o
interactia en vias funcionales con la dopamina y la acetilcolina, todos ellos
neurotransmisores implicados en la regulacion del estado refractario (114,124).

Los receptores de GABA se han clasificado tradicionalmente en tres subtipos principales:
GABA-A, GABA-B y GABA-C. Los receptores GABA-A y GABA-C consisten en canales de
cloruro activados por ligando mientras que los receptores GABA-B son receptores
metabotrdpicos unidos a la proteina G y acoplados a adenilato ciclasa o a Ca?*(125). Los
receptores GABA-A se producen en los sitios pre y postsindpticos de muchos tipos de
neuronas retinianas, aunque se encuentran principalmente en células bipolares. Por su
parte, los receptores GABA-B tienden a localizarse postsinapticamente en las células
amacrinas y ganglionares.

Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que las células fotorreceptoras y las
células bipolares liberan glutamato, mientras que las células horizontales y amacrinas
reciben la informaciéon proveniente de estas células y proporcionan retroalimentacion
negativa hacia los fotorreceptores, participando en los circuitos retinianos a través de la
via lateral mediada por GABA Por tanto, el equilibrio entre las sefiales excitatorias e
inhibitorias de la retina es muy importante para el correcto procesado visual.

Durante el desarrollo normal del ojo, el ratio GABA/Glutamato se mantiene en
equilibrio. Por su parte, durante el desarrollo de la miopia se rompe este equilibrio, bien
mediante el incremento del contenido de GABA o bien mediante cambios en la
expresion de moléculas relacionadas con GABA como la dopamina o el CI'(126). En este

sentido, se han descrito aumentos significativos en los niveles de GABA en los ojos con
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miopia inducida por deprivacidn, con una correlacidn positiva y alta entre los niveles de
GABA y la longitud axial del globo ocular (126).

Teniendo en cuenta el papel central de la retina en la transmisién de la informacion
visual, parece que las sefiales desencadenadas por la miopia proceden de sefales
anormales derivadas de la propia retina, las cuales deberdn ser enviadas (o bien

segundos mensajeros) hacia los tejidos posteriores, el EPR, la coroides y la esclera (127).

»—e Glutamato

~—4 GABA y dopamina

Alteracion del
equilibrio
GABA/Glu en
favor de GABA

Figura 7:a) esquema general de la arquitectura retiniana y b) detalle de la comunicacién intercelular a nivel
retiniano establecida por sinapsis excitadoras mediadas por el glutamato, y las inhibidoras, mediadas por
GABA y sus moléculas relacionadas como Dopamina y Cl-. Elaboracion propia.

4.1.1.1.2 Liberados desde el Epitelio Pigmentario de la Retina.
El epitelio pigmentario de la retina es una importante fuente de citocinas y factores de
crecimiento con funciones importantes en el mantenimiento de la integridad de la retina, el
establecimiento del privilegio inmune y en la regulacién temprana del crecimiento ocular
(29,108). Todos ellos son sintetizados localmente y, posteriormente, secretados. Dependiendo
de la direccién de esta secrecidén, pueden producir cambios en la retina o dirigirse
posteriormente hacia la coroides y la esclera. Ademas, contiene numerosos receptores para las
moléculas provenientes de la retina implicadas en la regulacion del crecimiento ocular, tales
como la dopamina, la acetilcolina y el glucagén. Ademads, el transporte transepitelial de iones o
liguido a su través puede tener implicaciones en el control del grosor coroideo y escleral, tejidos

diana de las sefiales que controlan el crecimiento ocular (128,129).
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Entre los factores de crecimiento, destacan:

e La familia de Factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF): la familia VEGF esta
formada por cinco homélogos (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E) asi como por
un homoélogo adicional, el factor de crecimiento placentario (PIGF). El VEGF-A es el
componente principal. Esta familia de factores de crecimiento estan encargados de la
formacién y el mantenimiento de la vasculatura coroidea y del suministro de oxigeno y
nutrientes a las regiones exteriores de la retina. También proporciona soporte
neurotrdéfico a los fotorreceptores, células bipolares y células ganglionares (Figura 10)
(130).

VEGF estimula el desarrollo vascular a través de su receptor VEGFR2 (también conocido
como FLK1) y activa a las células endoteliales inactivas que promueven la permeabilidad
vascular a través del receptor VEGFR1. La célula endotelial sometida a mayores niveles
de VEGF serd escogida como “célula de punta” y dirigira el brote del nuevo caso (131—
133).

En pacientes con miopia, estudios recientes han demostrado incrementos en el ratio
VEGF/PEDF, alteracion que se acrecienta a medida que la patologia progresa.
Actualmente, el tratamiento intravitreo con anti-VEGF (Ranibizumab, Bevacizumab y
Aflibercept) es el tratamiento estandar para enfermedades de la retina de tipo
neovascular, como las membranas neovasculares en la miopia patolédgica o en la
degeneraciéon macular asociada a la edad y el edema macular en la oclusién de la vena

retiniana o en la diabetes (134-137).

e Familia de factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF): para la
estabilizacidn de los vasos en formacidn, las células endoteliales liberan PDGFB, para
guimioatraer a los pericitos que recubren el vaso, con el fin de evitar fugas, sangrado y
microaneurismas (Figura 10). En la degeneracién macular asociada a la miopia alta, los
nuevos vasos formados son deficientes en su recubrimiento, lo que provoca fugas de
liqguido hacia el espacio vitreo, fomentando una mayor degeneracién macular y estrés

oxidativo (138-140).

e Factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario (PEDF): el PEDF es una
glucoproteina de 50Kda perteneciente a la familia de inhibidores de la proteasa,
sintetizado localmente por las células del epitelio pigmentario de la retina y que actua

como una potente sefial antiangiogénica en los principales trastornos oculares, tales
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como la degeneracion macular asociada a la edad, la miopia patoldgica y la vasculitis
coroidea polipoidea (141). Ademas de su funcion antiangiogénica, también desempefia
un papel neurotréfico y neuroprotector, participando de la diferenciacién y
supervivencia retinianas (142,143).

Por todo ello, el balance de sintesis VEGF/PEDF por parte de las células del epitelio
pigmentario es crucial para el correcto funcionamiento de la retina. En este sentido, en
la miopia alta o patoldgica este balance VEGF/PEDF se desajusta, manteniendo una
correlacién directa con el grado de maculopatia desarrollado por el paciente (144).
Ademas, otros factores como la propia actividad del sistema del complemento actuan
sobre este sistema homeostatico VEGF/PEDF, incrementando el ratio y fomentando un
mayor grado de degeneracién macular (141).

En las arteriolas retinianas, las células musculares lisas se orientan longitudinalmente,
todas rodeadas por una membrana basal que contiene una cantidad creciente de
colageno a medida que nos desplazamos hacia la tunica externa (145). Por su parte, las
células endoteliales, que componen la tunica interna, se orientan longitudinalmente a
lo largo del eje del vaso y comparten su membrana basal con las células musculares lisas
adyacentes y los pericitos. Esta membrana basal estd formada por colageno de tipo 1V,
fibronectina, laminina, metaloproteinasas y uroquinasa, esta ultima muy importante
para el reclutamiento de agentes vasoactivos y de crecimiento endotelial (28).

Por su parte, los capilares consisten en un endotelio continuo y pericitos intramurales
que se extienden longitudinalmente a lo largo del capilar (139). Ambos tipos celulares
presentan comunicacién directa a través de los complejos del intersticio (146) vy
comparten una membrana basal comun. Ademas, los vasos de la retina contienen una
proporcidn excepcionalmente elevada de pericitos respecto a las células endoteliales.
Los microvasos retinianos no estan fenestrados y poseen complejos de unién entre
células endoteliales en la cara luminal. Estas uniones estrechas constituyen el
componente central de la barrera hematorretiniana interna. Por su parte, las células del
epitelio pigmentario de la retina, tal y como mencionamos anteriormente, constituyen
la barrera hematoencefalica, que evita el libre transito de metabolitos desde los
capilares fenestrados de la coriocapilar hacia la capa de fotorreceptores.

Todo el conjunto estd envuelto por macroglia. La vasculatura retiniana superficial esta
cubierta por astrocitos y células de Miiller, mientras que el plexo vascular profundo esta

rodeado Unicamente por las células de Miiller (147).
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Figura 8: detalle de los lugares de accién de los factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF), del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG) y del sistema del complemento sobre el equilibrio
VEGF/PEDF. Elaboracién propia.

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGFs): es una familia de factores de crecimiento
que regulan una gran cantidad de procesos del desarrollo, incluyendo patrones
cerebrales, morfogénesis y el desarrollo de extremidades (148). Esta gran familia estd
formada por 18 factores de crecimiento diferentes, la mayoria de ellos considerados
como factores paracrinos (a excepcion del FGF-19, FGF-21 y FGF-23 que actuan de
manera endocrina).

El FGF lleva sus funciones a cabo a través de su unién y activacidon con sus receptores
FGFR, receptores tirosina quinasa dependientes de HSGAG localizados de forma ubicua
en la retina y la esclera, lo que sugiere que puede actuar como un mediador de la sefial
retinoescleral (148,149).

La participacion de FGF en la enfermedad humana estd bien documentada. Su
desregulacion puede contribuir a condiciones patoldgicas ya sea a través de la ganancia
o pérdida de funcidn de sus receptores, favoreciendo la ramificacion microvascular, asi
como cierta actividad antiapoptética (150). En el ojo, cualquier cambio en el tamafio
ocular puede conducir a la alteracion del enfoque y este tamafio ocular viene
determinado por las cubiertas externas del ojo, la coroides y la esclera. Los estudios en

modelos animales han demostrado que la remodelacion de la matriz extracelular de la

39



esclera facilita tanto el crecimiento ocular como el desarrollo de miopia (149). Los
cambios en la regulacidn de la proliferacién de las células esclerales, la sintesis de
colageno y proteoglicanos y la degradacién del colageno mediada por las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) son caracteristicas importantes de este proceso
en el cual el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) es un importante mitégeno y
estd involucrado en la regulacién de la produccién de coldgeno y proteoglicanos, asi
como media la degradacidn de los tejidos mediante el control de la sintesis de MMPs y

sus reguladores (149).

e Factor de crecimiento transformante (TGF-B): constituye un grupo formado por tres
isoformas (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) con funciones redundantes en la regulacion de las
células musculares lisas y el endotelio vascular (151). De las tres isoformas, TGF-B2 es la
qgue mejor relacionada estd con el crecimiento ocular en miopia, ya que en modelos
animales de miopia se ha demostrado que este factor de crecimiento aumenta sus
niveles mientras que el FGF disminuye, actuando de manera antagdnica (152). Ademas,
hay una correlacion positiva entre la longitud axial del globo ocular y los niveles de TGF-
B2 en el humor acuoso de pacientes humanos con miopia (153). El TGF-B también
presenta un potente efecto proangiogénico, al inducir la expresidon de VEGF-A por parte
del epitelio pigmentario de la retina. Por su parte, su inhibicién se ha asociado con el
bloqueo de la transicién epitelial mesenquimatosa, la senescencia de las células
epiteliales y la inhibicion de la neovascularizacion, lo que podrian conducir a nuevos

enfoques terapéuticos para tratar las enfermedades vasculares de la retina (151,154).

e Angiopoyetina (ANG): es una familia compuesta por dos receptores (TIE-1y TIE-2) y tres
ligandos (ANG-1, ANG-2 y ANG-4). La angiopoyetina 1 funciona como agonista de TIE-2,
mientras que ANG-2 como antagonista competitivo de ANG-1 (ANG-4 todavia no ha sido
muy bien estudiado). La ANG-2 se libera en las células de punta de los nuevos vasos en
el proceso de angiogénesis, mientras que ANG-1 induce las agrupaciones célula-célula
en el endotelio asi como la deposicion de la membrana basal, estabilizando el vaso

sanguineo en formacion (131,155).

4.1.2 Papel de la coroides en el crecimiento ocular
Tradicionalmente la funcién de la coroides ha sido asignada como la de proveer oxigeno y

nutrientes a la retina externa, la termorregulacion y el mantenimiento de la presién intraocular.
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Sin embargo, estudios recientes sefialan también un papel de este tejido en el ajuste del enfoque
ocular, incluida la emetropizacién (108). En modelos animales, los cambios en el grosor coroideo
sirven para desplazar la retina hacia el plano alterado de foco. En modelos de miopia por
deprivaciéon en pollo, se produce un adelgazamiento coroideo progresivo que tira de la retina
axialmente, haciendo que el ojo se alargue y la imagen formada se corresponda con la de un ojo
miope. Estos cambios en el grosor coroideo suelen ocurrir muy rapido y son detectables

mediante ultrasonografia de alta frecuencia en cuestion de minutos (103,105).

4.1.3 Reorganizacion escleral en la miopia
La esclera de los mamiferos esta compuesta de una sola capa fibrosa de tejido conectivo con
una poblacién heterogénea que incluye fibroblastos y miofibroblastos. Los fibroblastos secretan
colageno tipo I, que es el componente principal de las fibras de coldgeno. Por su parte, los
miofibroblastos son células contractiles que surgen de la transdiferenciacién gradual de
fibroblastos y se identifican por la presencia de biomarcadores como vimentina S100a4,

periostina y actina de musculo liso a (a-SMA).

Los modelos de miopia tanto por deprivacion como de induccién con lente producen un
alargamiento axial del ojo. Estas manipulaciones oculares precisan de cambios en la estructura
de la esclera (156—158). La remodelacién de los tejidos esclerales es un proceso complejo que
involucra tanto la sintesis como la degradacion de la matriz extracelular y la participacion de
proteinas como el colageno y los proteoglicanos, enzimas como las metaloproteinasas (MMPs)
que degradan las proteinas de la matriz extracelular y sus respectivos inhibidores (TIMP) que se
unen a las MMPs e inactivan. El debilitamiento de la esclera permite la elongacion axial del globo
ocular. Durante el desarrollo de la miopia, el recambio de coldgeno tipo | aumenta debido a la
regulacién a la baja de su sintesis junto con una mayor degradacién por parte de las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs). En este proceso participan sefiales moleculares que
involucran al acido retinoico, la acetilcolina, la dopamina retiniana y el factor de crecimiento

transformante beta (TGF-B) (112,159,160).

Es importante destacar que la hipoxia escleral desencadenada como consecuencia del
alargamiento axial del ojo y del menor aporte de flujo sanguineo por parte de la coroides inicia
una cascada de sefializacion que conduce a la remodelacidon de la matriz extracelular de la
esclera y, por tanto, del desarrollo de miopia. Todo ello sugiere un papel causal de la hipoxia

escleral durante el desarrollo de la miopia (161).
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Figura 9: esquema del papel que la hipoxia tiene en la reorganizacidn escleral y coroidea necesarios para la
elongacién axial del globo ocular. La estabilizacion del factor inducible por hipoxia (HIF) favorece la
transdiferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, lo que conduce a la menor produccién de coldgeno
tipo | y al debilitamiento estructural de la esclera. Todo ello favorece la elongacion axial del globo oculary
el desarrollo de miopia. Elaboracién propia.

4.2 Hipoxia y estrés oxidativo en la miopia alta.
La retina presenta una tasa metabdlica excepcionalmente elevada que normalmente se satisface
mediante un suministro vascular eficiente (162). Los segmentos externos de los fotorreceptores
constituyen la regién metabdlicamente mas activa. Ademas, la capa de células fotorreceptoras
de la retina es avascular y depende de manera crucial de la circulacién coroidea subyacente, de
manera que la capacidad de regulacion del flujo sanguineo en las regiones exteriores resulta

esencial para el buen funcionamiento de la retina (163).

La evolucion ha resuelto de manera notable los requisitos contradictorios entre un aporte
sanguineo adecuado para los fotorreceptores, asi como una minima interferencia de los vasos
con la trayectoria de luz hacia los conos y bastones por medio de una arquitectura especial. Dos
tercios de la retina quedan bajo suministro directo de los capilares retinianos, mientras que el
tercio restante obtiene sus nutrientes y oxigeno por difusidon desde la coroides para evitar la
opacificacidon de las regiones exteriores de la retina, donde se localizan los fotorreceptores

(Figura 12B) (Joanna et al., 2012).

42



La vasculatura retiniana se compone de una arteria central que penetra en el disco dptico a
través de una lamina cribosa, desde donde se ramifica en cuatro arteria intrarretinianas
principales (Figura 12A) y estas, a su vez, en arteriolas cada vez mas pequefias que suministran
oxigeno y nutrientes a la retina periférica (25,162). Por su parte, el sistema venoso de la retina
presenta una organizacién similar, con una vena central que drena la sangre del globo ocular y
sale a través del disco dptico hacia el seno cavernoso (162). A medida que nos desplazamos
desde la capa mas interior de la retina hacia las capas mas exteriores, se va produciendo una
caida en la tensién de oxigeno, siendo minima en la cara externa. De esta manera, las capas mas
externas, zona en la que se sitdan los fotorreceptores, depende de la irrigacidn proveniente de
la coroides. Este proceso dificulta la oxigenacion de los segmentos externos de los

fotorreceptores, los cudles presentan ademas unas demandas oxigénicas muy elevadas.
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Figura 10: A) arquitectura especial de la vasculatura retiniana con una arteria central que penetra en el
disco optico a través de la [dmina cribosa y se ramifica en arteriolas mas pequefias parairrigar los dos tercios
interiores de la retina. El sistema venoso de drenaje tiene una organizacion muy similar; B) detalle de los
grandes vasos coroideos que nutren, por difusidn, a la capa de fotorreceptores avascular y al epitelio
pigmentario de la retina. Adaptado de (162).

Por tanto, el correcto suministro de oxigeno hacia las regiones externas de la retina es esencial
para el funcionamiento de los fotorreceptores de manera éptima. En los ojos con miopia alta,
como consecuencia de la elongacidn axial del globo ocular, el suministro de oxigeno y nutrientes
desde la coroides hacia la regidn externa de la retina se ve comprometido, lo que desencadena
una serie de respuestas destinadas a revertir tal situacidon. Las respuestas homeostaticas
provocadas incluyen la eritropoyesis, la neovascularizacion y la glucélisis, todas ellas destinadas
a aumentar la entrega de O y de activar las vias metabdlicas alternativas que no requieren de
él para la generacion de energia (18). En estas respuestas estan involucrados los productos
génicos inducibles por hipoxia, tales como el factor inducible por hipoxia 1 a (HIF 1a) o la
proteina supresora de tumores Von Hippel-Lindau (pVhl) que controla la adaptacion mediada

por el factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF) (164).

La hipoxia se asocia comunmente a patologias como la isquemia y la inflamacidn de los tejidos
y ha sido ampliamente estudiada en los tumores y terapias destinadas al cancer (165-167). Sin
embargo, los microambientes hipdxicos también ocurren en el desarrollo de numerosos tejidos,
impulsando y coordinando el desarrollo de la vasculatura, el sistema nervioso y otros érganos
relacionados (168-171) En el ojo, el oxigeno y la condicién de hipoxia juegan un papel crucial
tanto en el desarrollo vascular normal como en el desarrollo de enfermedades vasculares
retinianas, ya que el desarrollo de la vasculatura retiniana tiene lugar como respuesta a la

hipoxia fisiolégica (170,171).

Los factores inducibles por hipoxia han sido ampliamente estudiados en enfermedades de la
retina que cursan neovascularizacion, como es el caso de la degeneracidon macular asociada a la
edad (DMAE) Yy, en el caso de nuestra tesis, de la miopia alta. En ambas patologias, las respuestas
adaptativas a la baja tensién de oxigeno estdn orquestadas por sofisticados mecanismos de
deteccion de 0,(17,172,173). En este proceso, destacan la proteina supresora de tumores Von
Hippel-Lindau (pVhl) y el factor inducible por hipoxia (HIF). Niveles elevados de HIFla estan
asociados con una vasculatura retiniana altamente desorganizada, anastomosis y persistencia

de estructuras vasculares embrionarias en la edad adulta.
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4.2.1 HIFy sus dianas génicas, los Elementos de Respuesta a Hipoxia.
El factor inducible por hipoxia 1 (HIF1) es un factor de transcripcion heterodimérico, compuesto
por dos subunidades, la HIF-1a (o sus andlogos HIF-2a y HIF-3a) y las subunidades HIF-1p (a esta
subunidad también se la conoce como el translocador nuclear de hidrocarburos de arilo o ARNT)
que estd presente en el interior del nucleo de la célula de manera permanente e independiente
de los niveles de O, (174). Ambas subunidades pertenecen a la familia de las proteinas bHLH-
PAS porque tienen un motivo basico hélice-bucle-hélice. Estos motivos son esenciales para
permitir la formacion de heterodimeros entre las subunidades HIF-1a y HIF-1B en condiciones
hipdxicas y comenzar la cascada molecular (175,176). El mecanismo por el cual las células
detectan los niveles de oxigeno todavia no esta claro, pero evidencias indirectas sugieren que lo

mas probable es que haya reacciones redox involucradas en este proceso (177).

Bajo condiciones normoxicas, HIF-1a es ubiquitinado y degradado via proteasoma, en una via
que involucra a la proteina vVHL, teniendo una vida media muy corta (aproximadamente 5
minutos) (Figura 13). Los residuos de prolina (P402/ P564) ubicados en el motivo LXXLAP de HIF-
1la son buenos sustratos para la accidon de un grupo de enzimas llamadas prolil-hidroxilasas
(PHD). La hidroxilacién de estos dos residuos de prolina es necesaria para la unién de la proteina
VHL, que conduce la ubiquitinacién de HIF-1a y a la degradacién proteasémica. Estas reacciones
de hidroxilacién utilizan O, y a-cetoglutarato como sustratos, de manera que su actividad
enzimatica se inhibe en condiciones hipdxicas y la hidroxilacidn de los residuos de prolina solo

ocurre solo cuando hay suficiente cantidad de oxigeno (166,167,178).

Por el contrario, bajo condiciones normaxicas, varias rutas metabdlicas mantienen la estabilidad
y la actividad transcripcional de HIF-1a por medio de modificaciones postranscripcionales como
la acetilacion, ubiquitinacién, fosforilacion e hidroxilacién. En esta situacion, las subunidades
HIF-1a y HIF-1B dimerizan en el interior del nucleo celular, en donde se unen a los elementos de
respuesta a hipoxia que contienen la secuencia de consenso 5°-RCGTG-3" (179). Estudios
genéticos de secuenciacion de ADN han mostrado que el nimero de genes diana de HIF es
superior a 800 y, entre ellos, hay una gran cantidad de genes de susceptibilidad a miopia alta

(161,180,181).
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Figura 11: Esquema general del metabolismo de HIF. Bajo condiciones norméxicas, HIF-1a se hidroxila
rapidamente por las enzimas prolil hidroxilasas y es reconocida por la proteina supresora de tumores pVHL.
Tras la poliubiquitinacién la subunidad HIF-1a es degradada via proteasoma 26S. En condiciones hipodxicas,
HIF-1a trasloca al interior nuclear y dimeriza con la subunidad HIF-1B, tras lo cual se une al DNA y activa la
expresion de los elementos de respuesta a hipoxia, que incluyen una serie de respuestas entre las que
destacan la sintesis de factores de crecimiento relacionados con la glucdlisis, la angiogénesis y enzimas
relacionadas con el metabolismo anaerdbico. Adaptado de RayBiotech ELISA kit.

Una vez unido al DNA, el heterodimero HIF-af activa la expresién de los elementos de respuesta

a hipoxia (HRE), entre los que estan genes relacionados con eritropoyesis, la angiogénesis y la
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glucdlisis (17,18). Los genes diana prominentes son aquellos que codifican para el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), la transferrina y su receptor, la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS, que favorece la vasodilatacion de los capilares y la transferencia de oxigeno a
los tejidos), los transportadores de glucosa GLUT-1 y GLUT-3, asi como enzimas relacionadas con

el metabolismo anaerdbico y la generacion de ATP (174).

4.2.2 HIFyeldesarrollo de vasculopatias en la Miopia alta
En el caso de multiples enfermedades vasculares de la retina, entre las que se incluyen la
retinopatia diabética, la degeneracién macular asociada a la edad, la neovascularizacién
coroidea y la miopia alta tienen una caracteristica comun, la isquemia retiniana (17). Ya a
mediados del siglo XX se comenzd a estudiar los posibles factores liberados como consecuencia
de esta isquemia. Inicialmente la mayor atencién se centrd en el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF-1 y FGF-2) ya que estan presentes en altos niveles en la retina y también
poseen actividad proangiogénica (182). Mas tarde, los estudios se centraron en el papel que el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) desempefia en el tejido isquémico, estudios
gue se prologan hasta la actualidad ya que la terapia anti-VEGF es la mas utilizada para el

tratamiento actual de estos trastornos (132,183,184).

La remodelacién y el crecimiento de los plexos vasculares se producen a través de diferentes
mecanismos con la divisidon de vasos ya existentes y el brote de nuevos (angiogénesis). Los
pericitos y miofibroblastos cubren a continuacion el capilar que, finalmente, aumenta su calibre

para dividir el capilar en dos vasos paralelos (18) (Figura 14).

La angiogénesis, por medio de la cual se generan nuevos vasos a partir de otros preexistentes,
constituye la formacién de vasos mejor estudiada y entendida e implica una serie de procesos
altamente orquestados. El motor que impulsa este fenédmeno es la necesidad de oxigeno y
nutrientes del tejido circundante, lo que incita la produccién de factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF), estimula la producciéon de VEGF, asi como otros productos angiogénicos

(131).

Cuando un vaso detecta una sefial angiogénica como el VEGF, FGF o las quimiocinas liberadas
por las células sometidas a condiciones de hipoxia, primero incitan a los pericitos de la pared del
vaso a desprenderse como respuesta a la angiopoyetina 2 y se liberan de la membrana basal por
degradacion proteolitica mediada por las metaloproteinasas de la matriz (MMPs). Como
consecuencia las células endoteliales aflojan sus uniones y el vaso naciente se dilata. En

respuesta a la seializacidn de las integrinas, las células endoteliales migran hacia la superficie
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de la matriz extracelular y las proteasas liberan moléculas angiogénicas almacenadas en la
matriz como el VEGF y el FGF. Para dirigir la formacién del vaso, una célula endotelial conocida
como célula de punta es seleccionada para dirigir el crecimiento del nuevo vaso en respuesta a
VEGF, neuropilinas (NRP) y los ligandos NOTCH, DLL4 y JAGGED1. Las células adyacentes a la
célula de punta se dividen y aumentan el tamafo del tallo, proceso estimulado por NOTCH,
WNT, el factor de crecimiento placentario (PIGF) y FGF. El programa general, dirigido por HIF-
1a, hace que las células endoteliales respondan a las sefiales proangiogénicas. Finalmente, las
células del puente mieloide ayudan a la fusiéon con la otra rama del vaso, permitiendo la

formacién del flujo sanguineo.

Una vez formado el vaso y para que este sea funcional debe sufrir un proceso de maduracion en
el que las células endoteliales responden a sefales como el factor de crecimiento derivado de
plaguetas B (PDGF-B), la angiopoyetina 1 (ANG-1), el factor de crecimiento transformante (TGF-
B) y NOTCH, que hace que las células se cubran de pericitos. Ademas, inhibidores tisulares de
las metaloproteinasas (TIMP) y del activador de plasmindgeno tisular (PAl) causan la deposicién
de una membrana basal y las uniones entre las células endoteliales se restablecen para

garantizar una distribucién 6ptima del flujo sanguineo (Figura 14C).

Pérdida de uniones:
VE-cadherina

A) Seleccion de la célula de punta

I Remodelacién de la matriz: MMPs

Establecimiento de la célula de
punta: VEGFR-2, DLL4,

\ JAGGED1, NRP1, INTEGRINAS,
;é‘ HIF-1%, MT1-MMP, PGC-1°
Entorno proangiogénico:

VEGF, FGFs, ANG-2,
QUIMOQUINAS

Separacion de
pericitos: AGN-2

Vaso en reposo Flujo

Permeabilidad, vasodilatacion y
extravasacion: VEGF
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B) Crecimiento del vaso bajo la guia de la célula de punta

Formacion de lumen: VE-cadherina,
CD34, Sialomucina, VEGF

Reclutamiento de pericitos:
PDGF-B, ANG-1, NOTCH, efrin-
B2, FGF

Célula de guia y adhesién: Semaforinas,
efrinas e integrinas

Liberacién de factores
angiogénicos de la
matriz extracelular:

VEGF Y FGF

ECM

Alargamiento del tallo: Reclutamiento de células
Flujo VEGFR-1, NOTCH, WNT, mieloides: ANG-2, SDF-1%,
NRARP, PIGF, FGFs, EGFL7 PIGF

C) Resolucién y formacién de un vaso funcional

Transporte transendotelial de Célula falange: VE-
lipidos: VEGF cadherina, Tie-2, HIF-2°,

PDH2,

Mantenimiento vascular:
VEGF, ANG-1, FGFs, NOTCH

D

Maduracion de los
Deposicion de pericitos: PDGF-B,
membrana basal: PDGFR-B, efrina-B2,
Flujo TIMPs, PAI-1 ANG-1, NOTCH, TGF-B

Figura 12: Esquema general de la vasculogénesis inducida como consecuencia de la hipoxia. Adaptado de
(131).

Una vez comprendida la complejidad del proceso angiogénico desencadenado como respuesta
a la hipoxia, cabe destacar que un solo factor de crecimiento, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), regula la angiogénesis de manera predominante. Por esta razodn, la terapia anti-
VEGF es la habitual en numerosas patologias oculares que cursan con vasculopatia retiniana,
tales como la degeneracién macular asociada a la edad o los desprendimientos de retina.
Estudios recientes que involucran a animales han demostrado que inyecciones intraoculares de

anti-VEGF también inhiben la progresién de la miopia por deprivacién (134,135,185). Sin
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embargo, en muchos pacientes estos farmacos alcanzan resultados subdptimos debido a que

hay muchos factores que participan en el proceso (158,186).

Por ultimo, la compleja cascada inflamatoria y proangiogénica desencadenada en los tejidos
posteriores evoca respuestas adicionales del sistema inmunitario (173). La activacion
descontrolada de los procesos inmunes estd asociada con la aparicion y desarrollo de la
maculopatia miope caracteristica de los ojos con alta miopia. En estos procesos, nuestro grupo
de investigacion ha indagado sobre el papel que el sistema del complemento tiene a la hora de
predisponer al paciente a padecer tales patologias en el contexto de la miopia alta,

especialmente la atrofia coriorretiniana y la neovascularizacion.

4.3 El sistema del complemento en la miopia alta.
El sistema del complemento se descubrid por primera vez en la década de 1980 al conocerse un
conjunto de proteinas que “ayudaban” o “complementaban” la destruccion de bacterias
mediante anticuerpos termoestables presentes en el suero (187). Esta constituido por mas de
30 proteinas presentes como proteinas solubles o asociadas a membrana. Inicialmente se
pensaba que el complemento desempeiiaba un papel importante en lainmunidad innata, donde
orquesta una robusta respuesta contra los patdgenos externos. Sin embargo, estudios recientes
evidencian que el complemento también participa en la inmunidad adaptativa, que involucra a
las células T y B en la eliminacidn de patdgenos y en el mantenimiento de la memoria
inmunolégica para prevenir futuras reinvasiones. Ademas, el complemento también participa
en la regeneracion de tejidos, en el crecimiento tumoral y en los estados patolégicos humanos
tales como el sindrome urémico hemolitico atipico, la degeneracidon macular asociada a la edad,

la miopia alta, etc. (188-191).

Su activacion conduce a una cascada secuencial de reacciones enzimaticas conocidas como vias
del complemento: la via clasica, la via de las lectinas y la via alternativa (Figura 15). Todas ellas
convergen en la formacion de las potentes anafilatoxinas C3a y C5a, que provocan una gran

cantidad de respuestas fisioldgicas que van desde la quimioatraccion hasta la apoptosis (192).
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Figura 13: vista molecular de la cascada de activacion, amplificacion y regulacion del complemento. A) en
la via clasica las moléculas de reconocimiento de patrones perciben la presencia de patégenos. Este
reconocimiento induce la autoactivacién de Clr, el cual activa a Cl1s. Todo ello es seguido por la escision de
C4 y C2 y la posterior formacion de la convertasa C3. En la via de las lectinas, los patrones de glucanos se
detectan a través de MBL, CL-LK o ficolinas, lo que conduce a la activacion de MASP y a la formacién de la
misma convertasa C3. Las convertasas C3 escinden C3 en C3b, que también se une a la superficie del
activador. El C3b recluta al FB, lo que conduce a la activacién de FB y a la formacion de C3bBb, que escinde
mas C3 y amplifica la activacion del complemento. Ambas convertasas de C3 unidas a la superficie pueden
unirse a una molécula de C3b por lo que se forman las convertasas C5, que escinden C5 en C5a y C5b,
iniciando asi la via terminal y la formacion del complejo de ataque de membrana (MAC). B) la activacion y
amplificacion del complemento se atenua en la superficie del huésped. Las células sanas expresan
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reguladores como el FH que actian como cofactores para la degradacién mediada por Fl o impiden el
ensamblaje de MAC. Adaptado de (193).

La via clasica: se inicia tras la unién de las inmunoglobulinas G (IgG) o M (IgM) a
patégenos y otros antigenos extrafios, dando lugar a la formacién de los complejos
inmunes (192). El complejo C1, un complejo multimérico de 400Kda estd compuesto por
3 proteinas, una copia de Clq y dos copias de Clr y Cls, todo ello estabilizado por
uniones Ca®. Este complejo se une al fragmento Fc de la IgG o IgM que hayan
interactuado previamente con un antigeno polivalente. La unidon de Clq al fragmento Fc
de lasinmunoglobulinas provoca un cambio conformacional que determina la activacién
de Clr, el cual escinde y activa a Cls. Dicha activacion completa la primera etapa en la
activacion de la via clasica(194).

A continuacidn, Cls escinde a C4. C4 es un componente formado por tres cadenas
polipeptidicas (a, B y y) unidas por puentes disulfuro. El Cls activado escinde multiples
moléculas de C4 y origina dos fragmentos, uno de bajo peso molecular, denominado
C4a (9.000Da) y otro denominado C4b, de alto peso molecular que contiene el tripéptido
oBy. Este fragmento C4b expresa un grupo tioéster que le permite unirse a la superficie
de la célula diana a través de un enlace covalente de tipo éster o amida. El 2-10% del
C4b generado se une a la superficie de la célula diana, mientras que el resto es
inactivado por hidrdlisis, inactivacion que resulta crucial para evitar que el C4b se una a
células propias. Cuando el C4b se une a la superficie de la célula diana deja un sitio
aceptor para el componente C2, lo que permite la formacidn del complejo C4bC2. El
componente C2, es escindido a su vez por el Cls adyacente y da lugar a la formacion de
un fragmento de bajo peso molecular, C2a y a otro de mayor peso molecular, el C2b.
Finalmente, los fragmentos C4b y C2a forman la convertasa C3, C4bC2a. Esta convertasa
C3 puede activar centenares de moléculas C3, propiedad que le permite constituirse
como el principal motivo de amplificacidon de la cascada de activacién, liberando C3a 'y
C3b. La mayoria de los fragmentos C3b generados participan en el proceso de
opsonizacion celular, mientras que la unién de algunos de ellos a la convertasa C3
origina un complejo trimolecular, el complejo C4b2a3b o convertasa C5 de la via clasica.
Esta convertasa une C5 y lo vuelve vulnerable a la accidn proteolitica de C2b, lo cual
genera dos fragmentos: el de menor peso molecular, C5a se libera a la fase soluble
mediando una notable actividad quimiotactica y anafilactica. Por su parte, el de mayor

peso molecular, C5b, se une a la superficie de la célula diana y contribuye a la formacién
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del complejo de ataque de membrana tras la unién de C6, C7, C8 y multiples moléculas

de C9 a C5b y contribuye a la lisis celular (195,196).

e Via de las lectinas: es activada, fundamentalmente por los receptores de
reconocimiento de los patrones solubles MBL y las ficolinas H y L. En esta via, la MBL se
une a restos de azlcar repetitivos como la manosa y, posteriormente, MBL y MASP2
forman un complejo tipo C1. Una vez activado, escinde C4 y C2 y converge con la via

clasica en la formacion de la convertasa C3 (C4bC2a).

e Lavia alternativa: esta via funciona como un sistema de vigilancia inmunitaria a través
del cual los microorganismos son opsonizados en ausencia de anticuerpos especificos.
Involucra a cuatro proteinas: C3, el factor B, el factor D y la Properdina (P). La
contribucion fundamental de la via alterna es la de potenciar la activacién de la via
clasica, es decir, funciona como un mecanismo amplificador. De hecho hasta el 80% de
la activacion total del complemento se ha atribuido a este bucle de amplificacion (197)
(Figura 15).

Tal y como mencionamos anteriormente, la activacién de la via cldsica conduce a la
generacion de numerosas moléculas de C3b, que se unen de forma covalente a la
superficie de la célula diana. En presencia de C3b, el factor B se une a C3b y es escindido
por el factor D, que expresa actividad serinoproteasa. La escision de B origina dos
fragmentos: uno de bajo peso molecular, llamado Ba, que es liberado a la fase soluble;
y un fragmento mayor, Bb, que permanece unido a C3b sobre la superficie de la célula
diana y forma el complejo biomolecular C3bBb o convertasa C3 de la via alternativa.

La interaccion del complejo C3bBb con Properdina conduce a la formacién de C3bBbP y
potencia la actividad de la convertasa C3 al incrementar su estabilidad. La convertasa C3
de la via alterna escinde numerosas moléculas de C3 y genera grandes cantidades
adicionales de C3b, que contribuyen a la opsonizacion de la célula diana. Algunas de las
moléculas de C3b generadas se unirdn a la convertasa C3 de la via alterna para formar
las convertasa C5, las cuales escindirdn C5 y generaran C5a y C5b, componente que

comienza el ensamblado del complejo de ataque de membrana.

Para el correcto funcionamiento del complemento, es preciso un control fino de su actividad ya

que su desregulacién podria provocar inflamacién y dafio celular. Esto es particularmente
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importante en la via alternativa, ya que estd constantemente activa a través de la hidrolisis

constitutiva de baja velocidad del tioéster interno de C3 (191,198).

4.3.1 Regulacién de la via alternativa del complemento: factores H, D, B e I.

4.3.1.1 El factor H del complemento
El factor H del complemento es una glucoproteina de 155Kda, codificada por un solo gen (HF1)
ubicado en el cromosoma 1g32. El HF1 esta estrechamente relacionado con los genes FHR1.
FHR2, FHR3, FHR4 y FHR5 que codifican para cinco proteinas plasmaticas relacionadas con el
factor H. Su estructura génica comprende 23 exones y se extiende por mds de 94 Kb de ADN
gendmico. Similar en su estructura molecular a otros reguladores del complemento, la forma
secretada del FH se compone de 20 unidades repetitivas de 60 aminodcidos, denominadas
“repeticiones de consenso cortas” o “mddulos de proteinas de control del complemento”,

dispuestos de manera continua como una cadena de 20 cuentas (199).

El factor H es producido constitutivamente por el higado y se mantiene en el plasma a
concentraciones de 110-615 pg/ml. La sintesis extrahepatica también se produce en una amplia
variedad de tipos celulares, como linfocitos de la sangre periférica, mioblastos, células
endoteliales, células gliales y neuronas (199). Asi, aunque la mayoria de los componentes del
complemento circulante son producidos por el higado, la retina muestra una sintesis
extrahepatica del complemento, probablemente para superar el acceso restringido de proteinas

plasmaticas a la retina a través de la barrera hematorretiniana (200).

Su funcidn principal es la regulacion de la via alternativa, inhibiendo la activacién de C3 tanto en
fase fluida como sobre las superficies celulares (199). El factor H se une a C3b y acelera la
descomposicion de la convertasa C3 de la via alternativa (C3bBb) y actia como cofactor para la
inactivacién proteolitica de C3b mediada por el fator I. La escisidn proteolitica de C3b por el
factor | ocurre solo cuando C3b estad en complejo con su cofactor, CFH (201,202). Por tanto, el
factor H del complemento es un regulador clave del sistema del complemento cuya funcidén es

mantener un nivel éptimo de C3 en circulacion (199).

Las alteraciones genéticas de este factor, incluida su deficiencia absoluta, se han asociado con
numerosas patologias (203). Recientemente, polimorfismos de CFH (Y402H) se han asociado con

un mayor riesgo de padecer degeneracidon macular asociada a la edad (DMAE), asi como valores
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anormales del mismo han sido hallados en el humor acuoso de pacientes con miopia alta

(199,204,205).

4.3.1.2 El factor D del complemento.
El factor D del complemento, también conocido como adipsina o CFD, es un miembro de la
familia de las serina proteasas que regula un paso clave en la activacién de la via alternativa del
complemento (Figura 15). Se expresa en varios tejidos y tipos celulares, pero su sintesis principal
tiene lugar en el tejido adiposo y los macréfagos, manteniéndose en unas concentraciones
plasmaticas muy bajas, 1-2 ug/ml (las mas bajas de todas las proteinas del complemento) (206).
Al igual que sucede con otras serina proteasas, es secretado en forma de zimdgeno inactivo,
precisando de un cambio conformacional para su activacién. Su activacién posterior ocurre
cuando se une a C3Bb, al factor B, a Mg?* y a C3b. Tras la unién al complejo, el factor D se vuelve
transitoriamente activo y es capaz de escindir al factor B, lo cual genera fragmentos de Bay Bb,
paso limitante en la formacién de la convertasa C3, que amplifica la sefial inicial y es crucial para
la activacion de la via alternativa (207). Ademas, es un sustrato altamente especifico debido a

su arquitectura y carece de inhibidor endégeno conocido (208).

La activacion desregulada del sistema del complemento se ha asociado en numerosos estudios
con diversas patologias como la degeneracidn macular asociada a la edad, la miopia alta o el
sindrome urémico hemolitico atipico. Por esta razdn, la inhibicién del factor D podria ser un
mecanismo atractivo de bloqueo del sistema del complemento con alta especificidad y eficiencia
(208). Aunque su patogenia en la DAME sigue sin estar clara, la evidencia del factor D incluye lo
siguiente: en un modelo con deficiencia genética del factor D, los ratones estaban desprotegidos
contra la degeneracidon de los fotorreceptores mediada por estrés oxidativo y un aumento de la
actividad sistémica del complemento, incluido el factor D, fue detectado en el suero de

pacientes con DMAE en comparacion con los controles (209).

Las alteraciones de los factores H y D del complemento se han relacionado con la DMAE atréfica
y su forma final, la atrofia geografica. Esta variante de la DMAE cursa con atrofia progresiva de
la coroides seguida de atrofia retiniana y pérdida de visién. Proceso similar, en cierto modo, a la

atrofia coriorretiniana progresiva tipica de la miopia alta (204,205,210).
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4.3.1.3 El factor B del complemento
Es una glucoproteina de 90KDa compuesta por tres modulos CCP, un segmento de conexién
corto, un dominio de factor von Willebrand tipo Ay un dominio SP. Circula como una proenzima
y su sitio de activacidn esta regulado por FD. FB puede formar un complejo con C3b o moléculas
similares a C3b para generar la proconvertasa C3bB. En la conformacién abierta de C3Bb, FB es
accesible a la escisién de FD, liberando el fragmento Ba. El fragmento restante, Bb mantiene su
actividad enzimatica como parte del complejo C3bBb. Una vez que Bb se disocia del complejo
convertasa, no puede volver a asociarse con C3b. Por todo ello, FB es esencial para la activacién

de AP (193,211).

4.3.1.4 El factor | del complemento
El factor | es una glucoproteina de 88Kda sintetizada principalmente por los hepatocitos que
tiene un papel destacado en el control del sistema del complemento. El FI circula como una
enzima activa en la sangre y carece de inhibidor, al igual que el FD. Ademas, el Fl tiene una
actividad catalitica extremadamente baja hacia sustratos sintéticos y hacia C3b y C4b, por lo que
para escindirlos de manera eficiente necesita de cofactores, entre los que destacan C4by FH. A
medida que se forma el complejo ternario C3b-FH-FI, FI obtiene la actividad proteolitica

completa.

Actuando de manera coordinada con sus cofactores, el FlI puede regular a la baja a todas las
rutas de activacién de la cascada del complemento y contribuye a la defensa de los tejidos del
huésped contra los dafios infligidos por el propio complemento mediante la descomposicidon de
C3b en fase fluida a iC3b. Los productos de degradaciéon de C3b inician una respuesta inmune

celular a través de su interaccion con varios receptores situados en las células inmunes.

De acuerdo con su importante papel en la regulacion del complemento, la ausencia de Fl causa
condiciones peligrosas debido al aumento de la presencia de C3b y a la activacién descontrolada
de AP. Las personas con deficiencia de Fl son propensas a sufrir infecciones bacterianas
recurrentes, enfermedades renales graves y, sobre todo, degeneracién macular asociada a la

edad (211,212).

Todo este contexto molecular particular (mayor expresidon de factores inducidos por hipoxia,
niveles incrementados de factores de crecimiento ocular y sobreactivacidon del complemento)
hacen que la miopia alta sea una patologia compleja y multifactorial que predispone al ojo a

padecer numerosas complicaciones clinicas derivadas.
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4.4 Complicaciones clinicas derivadas de la miopia alta: el estafiloma

posterior y la maculopatia miope
La miopia alta o patoldgica se caracteriza por la presencia de cambios degenerativos en el
segmento posterior asociados al alargamiento progresivo del globo ocular y que involucran a la
esclerdtica, el disco dptico, la coroides, la membrana de Bruch, el epitelio pigmentario de la
retina y la retina (95). En Espafia, las complicaciones clinicas asociadas a la miopia alta
constituyen la cuarta causa de ceguera legal, solo superar por la degeneracidon macular asociada

a la edad, el glaucoma vy la retinopatia diabética (213).

4.4.1 Elestafiloma posterior
El curso natural de la elongacién axial y el desarrollo de la miopia patolégica todavia no se
conoce exactamente, pero los avances en la tomografia de coherencia éptica (OCT) han revelado
el desarrollo de una estructura caracteristica de los ojos alto miopes llamada estafiloma
posterior (96). Un estafiloma se define como la presencia de una “protuberancia de la pared del
ojo que tiene un radio de curvatura menor que la curvatura circundante de la pared” (95). Su
formacién parece estar relacionada con una estructura defectuosa de la esclera, ya que el
tamanio del estafiloma se correlaciona con el grado de adelgazamiento escleral (96,214). Ohno-
Matsui y sus colaboradores (215) demostraron recientemente que dicho estafiloma no debe
considerarse como una caracteristica distintiva de la miopia patolégica, contradiciendo estudios
previos (101,216), pero si la principal causa del establecimiento de la maculopatia miope (213).
Sin embargo, aunque el estafiloma posterior es una de las principales causas de maculopatia
miope, no puede considerarse la Unica, dado que el alargamiento axial sin estafiloma posterior

también puede conducir a maculopatia miope, aunque esto es mucho menos comun (95).

La tomografia de coherencia dptica (OCT) es una técnica de imagen no invasiva que ha permitido
ampliar enormemente nuestros conocimientos acerca de los cambios del polo posterior del ojo.
El estudio de la macula de los pacientes con miopia alta revela la existencia de una concavidad
creciente a medida que aumenta la longitud axial del globo ocular. Inicialmente, dicha
concavidad es pequefia, pero con el tiempo aumenta su tamafio y acaba afectando al disco

Optico (217,218).

El 1977, Curtin elabord una clasificacién de los estafilomas en 10 tipos, 5 primarios y 5 formas
compuestas, basandose es su apariencia fundoscépica. El estafiloma tipo |, denominado
estafiloma de polo posterior es el tipo mas comun. Por su parte, los tipos de estafilomas menos

comunes son los peripapilares e inferiores, que aparecen con menor frecuencia. Sin embargo,

57



esta clasificacion tiene una cierta base subjetiva, ya que estd establecida de acuerdo con las

apariencias oftalmoldgicas y los dibujos de fondo.

Figura 14: esquema de los diez tipos de estafiloma diferentes segun la clasificacion de Curtin 1977.

El estafiloma posterior se profundiza y cambia de forma con la edad. Los estafilomas | y Il pueden
evolucionar a un estafiloma de tipo IX debido al desarrollo de una protuberancia en forma de

cresta en la zona del disco dptico como resultado del estiramiento de la esclera peripapilar (219).

Las tecnologias de imagen desarrolladas recientemente han mejorado la cuantificacion y
clasificacion de los estafilomas. Ikuno y colaboradores han utilizado la tomografia de coherencia
Optica de dominio espectral (SD-OCT) para medir los estafilomas posteriores en ojos altamente
miopes, descubriendo que el tamafo del estafiloma se correlaciona estrechamente con los
errores de refraccion, el grosor coroideo y la longitud axial (220). Ademas, numerosos autores
han evaluado el papel de los estafilomas en el desarrollo de la atrofia coriorretiniana, mostrando
una estrecha asociaciéon entre la profundidad del estafiloma y defectos en el epitelio
pigmentario de la retina, grietas de laca y atrofia coriorretiniana (221). En el 2014, Ohno-Matsui
evalud el papel del estafiloma en el desarrollo de la maculopatia miope, evidenciando que la
atrofia coriorretiniana y la neovascularizacién miope es mas comun en ojos estafilomatosos que

en ojos sin estafiloma (222).

4.4.2 Lamaculopatia miope.
Entre las muchas caracteristicas clinicas de la miopia alta, probablemente lo mds caracteristico

son aquellas condiciones que afectan a la parte posterior del ojo debido al alargamiento axial
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del ojo. Estos dafios pueden amenazar la visién y, a menudo, conducen a cambios irreversibles
en los fotorreceptores maculares y a pérdida de visién central. Los siguientes hallazgos son los

considerados como mds comunes en la maculopatia miope:

e Adelgazamiento retiniano, coroideo y escleral (223).

e Atrofia coriorretiniana, que puede aparecer como mosaicismo, atrofia difusa, atrofia
irregular y estrias lacadas (213).

e Neovascularizacion coroidea (224-226).

e Maculopatia asociada a cambios de traccidon en los ojos miopes que tiene como
consecuencia la aparicidon de foveosquisis y agujero macular (227).

e Macula en forma de cupula, generalmente asociada a desprendimiento de retina
(217,228).

e Agujeros en la membrana de Bruch. Estos agujeros pueden ser estar asociados a estrias

lacadas, estafiloma o a atrofia difusa (229).

En 1971 Curtin y Karlin fueron los primeros en proponer una definicion para la maculopatia
miope, que incluia la presencia de atrofia coriorretiniana, manchas centrales de pigmento,
estrias lacadas, estafiloma posterior y cambios en el disco dptico (230). Mas tarde, en 1984 Avila
y sus colaboradores propusieron un nuevo sistema de clasificacion para describir el curso de la
atrofia macular miope basada en fotografias del fondo del ojo. El sistema de clasificacion
propuesto consta de seis grados, de Mo- Ms, en los que Mg se corresponde con apariencia
normal; M;, mosaicismo; M,, estafiloma posterior; Ms, estrias lacadas; Ma, atrofia coroidea
profunda; Ms, neovascularizacion (216). Esta clasificacion es la empleada por nuestro grupo de

investigacion para la clasificacion macular de nuestros pacientes.

Por maculopatia miope podemos entender al conjunto de alteraciones maculares inducidas por
miopia alta, en las cuales un exceso de longitud axial y/o la presencia de un estafiloma posterior
son los principales desencadenantes. Estas alteraciones maculares incluyen no solo cambios
atréficos, sino también alteraciones neovasculares y cambios en la macula inducidos por las
modificaciones especificas del polo posterior (213). Por estas razones, establecemos una

clasificacion de la maculopatia miope en tres categorias:

e Maculopatia miope atrdfica
e Maculopatia miope neovascular

e Maculopatia miope por traccion
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4.4.2.1 Maculopatia miope atrdfica.
La maculopatia miope atrdéfica podria considerarse como equivalente a la degeneracidon macular
asociada a la edad atrdfica, ya sea como consecuencia primaria de coroidopatia miope o como
resultado de la neovascularizacién. Se asocia con una disminucién progresiva de la agudez visual
y se debe a la degeneracién coriorretiniana del polo posterior. Consiste en parches locales de
tejido junto al epitelio pigmentario con acumulacién de pigmento en el borde de la lesién,
parches que se vuelven confluentes, formando grandes areas geograficas de atrofia que se

fusionan (213).

Aungue la patogenia de la maculopatia atréfica no se entiende correctamente, se cree que esta
asociada al establecimiento de un estafiloma, que ocasiona cambios en la coroides y la retina
gue dafian severamente a los tejidos vecinos. No esta claro si estos cambios son parte de un
proceso genéticamente determinado o si estas modificaciones son causadas por cambios

biomecanicos inducidos por la expansién escleral (231).

El alargamiento anteroposterior induce un estiramiento de las capas oculares y un
adelgazamiento progresivo de la coroides, asi como cambios en la hemodinamica coroidea, con
pérdida del estroma coroideo y la obliteracidn de los vasos. El adelgazamiento coroideo
generalmente se asocia con la edad y con el grado de miopia. La oclusién posterior de los vasos
coroideos conduce al desarrollo de tejido fibrético y pérdida de fotorreceptores debido a una

oxigenacion reducida y, finalmente, a una pérdida de vision central (232).

Hayashi y colaboradores describen en 2010 (233) la progresion de la maculopatia miope de la
siguiente forma: el fondo en mosaico evoluciona hacia zonas de atrofia difusa con estrias
lacadas, seguida de una progresion hacia dreas con atrofia irregular. Finalmente, las zonas de

atrofia difusa se agrandan y unen dando lugar a parches de atrofia coriorretiniana profunda.

e La atrofia coriorretiniana difusa: se puede identificar por el fondo blanco-amarillento
del polo posterior. La extension de la atrofia puede variar desde un area restringida
alrededor del disco éptico y una parte de la macula hasta todo el polo posterior. El area
de atrofia que generalmente primero aparece es alrededor del disco dptico y, a menudo,
progresa y aumenta con la edad. Tanto la edad como la longitud axial se han descrito
como factores de riesgo (234). Su estudio con OCT muestra un adelgazamiento marcado

de la coroides en el area atroéfica (235).

e Las estrias lacadas: son rupturas de la membrana de Bruch que, generalmente, se

asocian con un estafiloma posterior. Estas lesiones aparecen como multiples lineas
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irregulares, de color blanco-amarillento, ocasionalmente ramificadas. Son mds comunes
en varones y su incidencia disminuye con la edad. Las estrias lacadas y la atrofia
coriorretiniana son los factores predisponentes mas comunes para el desarrollo de
neovascularizaciéon. Su incidencia en pacientes con alta miopia es de 4.3-15-7% y pueden
desarrollarse en una edad temprana, teniendo una edad media de aparicién de 32 afios.
Sin embargo, al igual que sucede con las demas atrofias coriorretinianas, su frecuencia
aumenta con la edad. Asi mismo, se consideran un factor de riesgo para la formacién de

atrofia coriorretiniana irregular y neovascularizacién coroidea.

Atrofia coriorretiniana irregular: lesiones bien definidas, de color blanco grisaceo,
situadas alrededor del disco éptico. Se caracterizan por una pérdida completa de la
coriocapilar y pueden progresar hacia una ausencia de retina externa y del epitelio
pigmentario. Debido a esto, se pueden observar con claridad los vasos coroideos
grandes desplazados dentro del area atrdfica. En la zona atrdfica se puede observar una
acumulacidén de pigmento, especialmente a lo largo del margen de la zona atrdfica y de
los vasos coroideos. Su observacién por OCT se caracteriza por la ausencia completa de
coroides y epitelio pigmentario de la retina en la zona atréfica (215). La atrofia irregular
puede desarrollarse a partir de tres fuentes: a partir de estrias lacadas, dentro del drea

de atrofia coriorretiniana difusa y a lo largo del borde del estafiloma posterior (233).

Figura 15: a) mosaicismo en el que el contorno de los vasos coroideos es fdacilmente visible en el polo
posterior; b) atrofia coriorretiniana difusa, con un color amarillento en el polo posterior; c) atrofia
coriorretiniana irregular (flechas negras), con lesiones bien definidas de color grisdceo; d) atrofia macular.
Adaptado de (215).
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4.4.2.2 Maculopatia neovascular.
Constituye una de las complicaciones mds graves de la miopia patolégica, que a menudo

conduce a una pérdida de visidon central con una prevalencia en pacientes con miopia alta que

varia de un 5-11% (236).

En general, el curso natural de la neovascularizaciéon prosigue con la manifestacidon de los
sintomas en el otro ojo. Se produce una disminucion de la agudeza visual progresiva y puede
terminar desarrollando un agujero macular o retinosquisis (237). En el afio 1998, Tokoro clasificd
la neovascularizacién miope en 3 etapas: activa, cicatrizante y atréfica. En la etapa activa, se
forma una membrana fibrovascular alrededor de la lesidn y puede haber sangrado evidente; la
etapa de cicatriz se caracteriza por la absorcion de la sangre y puede convertirse en un punto
hiperpigmentado llamado “Mancha de Fuchs”; la etapa atréfica, caracterizada por el

establecimiento de un area atrofica (237).

Figura 16: a) estrias lacadas (flecha blanca) con patron lineal y b) mancha de Fuchs (flecha negra), que
representa la fase de cicatrizacion de la neovascularizacién coroidea miope. Adaptada de (215).

Aunque su patogenia todavia no estd muy clara, se han identificado una serie de posibles
factores de riesgo y mecanismos patoldgicos como la atrofia coriorretiniana irregular, defectos
del epitelio pigmentario de la retina, estrias lacadas y adelgazamiento coroideo del polo

posterior (238).

El papel de los factores de riesgo sistémicos en el desarrollo de la neovascularizacidon no esta
muy bien definido. Varios estudios han abordado la relacién entre la fisiopatologia miope y la
inflamacién, demostrando la asociacion de la enfermedad a ciertos marcadores inflamatorios
como factores del complemento y la proteina C reactiva. Asi, los pacientes con
neovascularizacion mostraron niveles aumentados de C3, lo que sugiere ser un factor de riesgo.
También se han identificado polimorfismos en el gen del factor del complemento | asociados a

la aparicion de neovascularizacién miope (237).
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Por otro lado, se han reportado niveles aumentados del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y disminuidos de del factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario
(PEDF) frente a los controles emétropes, lo que sugiere que el desequilibrio entre los factores
proangiogénicos y antiangiogénicos es necesario para el establecimiento de Ia

neovascularizacion coroidea (239).

4.4.2.3 Maculopatia por traccion.
La maculopatia por traccidn miope es un término general que comprende a un amplio espectro
de trastornos relacionados, entre los que destacan la foveosquisis, el agujero macular y la
macula en forma de cupula (240,241). En todos ellos, la presencia de estafiloma posterior en
pacientes con miopia alta desempefia un papel clave en el desarrollo de la maculopatia por
traccion, ya que la retina no puede seguir el alargamiento del tejido escleral del polo posterior

debido a su mayor rigidez (241).

e La foveosquisis miope: se caracteriza por la separacién progresiva de las capas
retinianas, que permanecen conectadas por las células de Miller (213). El crecimiento
del estafiloma posterior genera una traccion externa evidente que, en combinacién con
los factores que causan rigidez y la posible presencia de tracciones adicionales por
adherencias vitreas, favorecen el desarrollo de la patologia. La naturaleza progresiva de
esta enfermedad conduce a un desprendimiento foveal y retiniano, con la consiguiente
pérdida de agudeza visual (242).

Estudios recientes concluyen que los ojos con compromiso macular mas grave tienen

tasas de progresién mas altas (242).

e Agujero macular: es una complicacion relativamente frecuente y que se asocia con una
discapacidad visual significativa. La traccidn anteroposterior y tangencial ejercida por el
vitreo sobre la macula estd estrechamente relacionada con el desarrollo del agujero
macular en los ojos con miopia alta. Tanto el desarrollo del estafiloma posterior como
el incremento en la longitud axial son parametros clave para el desarrollo de un agujero

macular en la alta miopia (213)

e Macula en forma de clpula: fue descrita por primera vez por Gaucher y colaboradores

en el afio 2008 en ojos miopes con discapacidad visual y cambios atréficos en el epitelio
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pigmentario. En los exdmenes con OCT, se observa una protuberancia en la macula, la
coroides y el epitelio pigmentario dentro del estafiloma posterior. En un alto porcentaje
de casos, estas caracteristicas se combinan con un desprendimiento de retina en la parte
posterior de la macula (228).

Aungue su patogenia sigue sin estar clara, los estudios recientes parecen sugerir que su
desarrollo estd relacionado con un engrosamiento relativo de la esclera en comparacién
con las areas circundantes. También se ha sugerido que el epitelio pigmentario de la
retina pueda dafiarse mecdnicamente como consecuencia de la nueva arquitectura

dentro del estafiloma (243).

5. Modelos animales.

Dado que gran parte de los conocimientos actuales sobre la patogenia y etiologia de las
enfermedades se han adquirido a través de los modelos animales, estos son criticos para la
investigacion biomédica y el avance cientifico (244). En el afo 1977 Wiesel y Raviola (245)
descubrieron que los monos desarrollaban miopia axial como resultado de la privacién de la
vision al suturar sus parpados. Este importante descubrimiento estimuld el desarrollo de
modelos experimentales en varias especies para comprender la base bioldgica de la miopia.
Desde entonces se han desarrollado modelos experimentales de miopia en pollos, varias

especies de primates, conejos, gatos, cobayas y ratones (107,246-250).

El conjunto de modelos han sido cruciales para dar forma a nuestra compresion de la
emetropizacién como un mecanismo activo y guiado visualmente para superar los errores de

refraccion innatos asi como para entender las cascadas moleculares involucradas (251,252).

Independientemente de la especie seleccionada, todos los modelos animales de miopia se

dividen en dos grandes grupos, atendiendo a la técnica experimental. Asi, distinguimos:

e Modelo de miopia por induccidn con lentes.

e Modelo de miopia por deprivacion.

La miopia por deprivaciéon de forma y la miopia por induccién con lentes difieren en que la
primera es una condicion de circuito abierto, sin un final definido, mientras que la segunda es
una condicién de circuito cerrado, en la que el crecimiento axial reduce el desenfoque impuesto

por la lente y el crecimiento axial cesa cuando el estimulo de crecimiento se neutraliza (251).
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Figura 17: a) modelo de miopia por deprivacion en pollo Cobb 500 y b) modelo de miopia por induccion
con lente. Ambas imdgenes han sido tomadas por Enrique Garcia Gen en los modelos experimentales
llevados a cabo en una linea de investigacién adicional a la presente tesis en la Granja Docente y de
Investigacion de la Universidad CEU-Cardenal Herrera y el Centro Interdisciplinario de Neurociencia de
Valparaiso, Chile.

5.1 El pollo: un excelente modelo de miopia.
Uno de los animales mas popularmente empleados como modelo de miopia es el pollo (Gallus
gallus) al poseer muchas caracteristicas ventajosas. Tienen ojos grandes que permiten que las
mediciones se realicen utilizando dispositivos disefiados para seres humanos y un amplio rango
de acomodacioén, entre -10 y +20 D. Ademas, debido a que son animales diurnos, permiten la
realizacion de estudios de una gran cantidad de moléculas importantes como la dopamina, el
ritmo circadiano, etc. (253). Asi mismo, su genoma completamente secuenciado, la facilidad de
manejo y estabulacidon son ventajas adicionales que le convierten en un animal ideal para el

desarrollo de un modelo de miopia (254).

5.1.1 Caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas de Gallus gallus.
El pollo es un ave diurna que depende, en gran medida, de la visién. Con un sistema visual
altamente desarrollado, el ojo del pollo es relativamente grande en comparacion con su tamaiio
total. Tiene una longitud axial media de 12-13mm, aproximadamente la mitad de la del ojo

humano (254).
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Al tratarse de una especie no mamifera, presenta una serie de diferencias que deben ser tenidas

en cuenta a la hora de extrapolar los datos hacia la clinica humana.

1. Lacdrnea: la cérnea de los pollos es una estructura transparente compuesta por cinco
capas, analoga a la humana si bien su didmetro y grosor son de 9.1 mm y 405 um, por
los 11.5 mm y 550 um de la humana. Asi mismo, las proporciones de las capas corneales

del pollo son muy similares a las de las cérneas humanas.

2. El epitelio ciliar: situado posteriormente al iris, estd compuesto por dos musculos
estriados: el anterior y los musculos esclerocorneales posteriores. Mientras que en los
humanos el epitelio ciliar es el responsable de la acomodacién, su papel en la
acomodacién aviar esta todavia en debate.

Al igual que en los humanos, juega un papel fundamental en la sintesis y secrecién del

humor acuoso, asi como proporciona soporte estructural al cristalino.

3. Elcristalino: el cristalino de los pollos tiene un grosor aproximado de 3.5mm y un radio
de curvatura de 5.9mm, en comparacién con los 3.9mm de grosor y 10.5 de radio de
curvatura anterior del cristalino humano. El cristalino de los pollos presenta una
almohadilla anular alrededor de la corteza de la lente que sirve como punto de fijacidn
para la musculatura ciliar, permitiendo a los musculos ciliares la aplicacidn directa de
fuerza sobre la lente durante la acomodacién aviar. La accién rdpida y directa de la
musculatura ciliar sobre el cristalino es la responsable del gran poder de acomodacién
aviar (107,254). Se estima que la velocidad de acomodacion de los pollos es de 80D/s,
muy superior a las 10D/s humanas (255). Ademas, en la acomodacién aviar, los cambios
en la morfologia corneal representan hasta el 40% de la potencia de acomodacion. La
contraccion de la musculatura ciliar causa un aplanamiento periférico en la cdrnea y un

aumento de la curvatura central, ayudando al proceso de acomodacién.

4. Lla retina: la retina del pollo tiene una organizacion similar a la de los humanos, pero
carece de févea. En su lugar presenta una regién privilegiada central, situada a unos
2mm del disco éptico (256).

Las mayores diferencias se encuentran a nivel de los fotorreceptores y los pigmentos
visuales. Hasta la fecha, en los pollos han sido descritos seis tipos de fotorreceptores

(Figura 21). Cuatro estan compuestos por conos individuales, dando lugar a una visidn
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tetracromdtica, mientras que un quinto fotorreceptor, un “doble cono”, es responsable
de la percepcién acromatica del movimiento (257).

En cuanto a los pigmentos de los fotorreceptores, se agrupan en cinco familias: LWS
(longitud de onda larga), RH (longitud de onda media), SWS2 (longitud de onda corta) y
SWS1 (longitud de onda extremadamente corta). Esto constituye una clara diferencia
con los humanos, puesto solo disponemos de visién tricromatica. Para la visidon

nocturna, emplean los bastones, de modo similar a los humanos.
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Figura 18: los pigmentos permiten clasificar los conos de los pollos: el diagrama incluye los siete tipos de
fotorreceptores de la retina del pollo. En la parte superior derecha se muestra una seccién tefida con
hematoxilina eosina de una retina de pollo adulta (257).

Tanto las retinas humanas como las de los pollos son ricas en conos, lo que destaca la
importancia de la visién en color para ambas especies. En los pollos esto se manifiesta en una
relacion 3:2 de cono/bastdén, mientras que la retina humana exhibe una proporcion de 1:20. Asi
mismo, la densidad de los conos en los pollos es maxima en la zona central y disminuye

progresivamente hacia zonas extrinsecas (257,258).

Por ultimo, las aves carecen de vasculatura retiniana. En su lugar, poseen un pecten oculi, el cual
es exclusivo de las aves y se extiende desde el vitreo hasta el nervio dptico. Esta ausencia de

vasos sanguineos mejora la agudeza visual (254).

67



A Mouse B Chick

Rod Single Cones: Single and Double Cones:

Rod Bouble

LWS sws1 Dual WS RH2 sws2 swsi

Nucleus

Nucleus
{ONL) (ONL)
Inner Segment Inner Segment

— Oil Droplet

Outer Segment Outer Segment

RPE RPE

1PL
ONL

S o IVNAIET
GO =3 AN RGN N SRR A S R bl |

CUUNLY

it ity s

Y p § (R :
0 (s ol AT 100 b4 SRR
g A A A L B ATt e

Figura 19: anatomia comparada de la retina de raton y pollo. a) esquema de la retina dicromatica del
ratén; b) esquema de los fotorreceptores tetracromdticos del pollo; c) microfotografia de un raton sano
y d) retina de pollo que muestras las diferencias relativas en el espesor de la capa nuclear entre ambas
especies, con una INL mds gruesa en el pollo (19).

5. La coroides: la coroides aviar es un tejido de multiples capas, pigmentado y bien
vascularizado. Anteriormente se vuelve continua con el iris. Es el tejido responsable del
suministro de oxigeno y nutrientes a la retina externa y también, es empleada como un
sistema de enfriamiento, disipando el calor de la luz y los procesos metabdlicos que

ocurren en la retina (19).

6. La esclera: extendiéndose lateralmente desde el limbo, la esclerdtica aviar es muy
similar a la esclera de los primates. Las caracteristicas distintivas incluyen la presencia
de los huesecillos esclerales (157), una capa de cartilago hialino situada internamente y
una capa exterior de colageno tipo | y proteoglicanos. Ambas capas responden de
manera diferente durante el crecimiento, con la capa exterior incorporando
glicosaminoglicanos adicionales mientras que la capa interna se vuelve mas delgada.
Cabe destacar que, tanto en humanos como en el pollo, el adelgazamiento de la esclera

es mas pronunciada en la zona posterior.
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Los osiculos corneales proporcionan apoyo y proteccion al ojo, asi como sirven de punto
de fijacion para la musculatura ciliar, proporcionando soporte mecanico para la

acomodacién corneal (254).
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HIPOTESIS



Las hipdtesis planteadas a lo largo de esta tesis doctoral son las siguientes:

Hipétesis 1.

La degeneracién macular caracteristica de los pacientes con alta miopia mantiene una estrecha
asociacién con la desregulacidon del sistema del complemento, mds concretamente de los

factores Hy D de la via alternativa.

Hipétesis 2.

La elongacidon axial del globo ocular durante la progresién de la miopia alta condiciona una
expresion alterada de la ruta génica inducible por hipoxia, lo cual, podria guardar relaciéon con

la expresion de factores de crecimiento y proangiogénicos relacionados con la miopia alta.
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OBJETIVOS



A lo largo de esta tesis doctoral se plantean los siguientes objetivos:

1.

Analizar el posible efecto que el sistema del complemento, en concreto de los factores
H y D de la via alternativa, mantiene con el desarrollo de la maculopatia atréfica
caracteristica de la miopia alta a partir de muestras de humor acuoso extraidas a

pacientes humanos durante la cirugia de cataratas.

Estudiar el conjunto de factores de crecimiento activados por hipoxia y su posible
asociacién con el desarrollo de vasculopatias retinianas a partir del andlisis de muestras

de humor acuoso extraidas a pacientes humanos durante la cirugia de cataratas.

Estudiar los niveles del factor inducible por hipoxia (HIF) a partir del analisis de muestras
de humor acuoso extraidas a pacientes humanos durante la cirugia de cataratas y
analizar la posible relacion que este factor mantiene con el establecimiento y la

progresion de la maculopatia miope.
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MATERIAL Y METODOS.
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1. Andlisis de los factores H y D del complemento en
muestras de humor acuoso humano.

1.1 Extraccion y manejo de las muestras.
Se realizé un estudio transversal en el que se seleccionaron 122 ojos de pacientes que fueron
intervenidos por catarata en la clinica FISABIO-Oftalmoldgica Médica de Valencia. El estudio
recibié la aprobacién del Comité de Etica e Investigacion clinica de FISABIO y en todo el estudio

se siguié la normativa de Helsinki.

Durante la cirugia de cataratas se recogid la muestra de humor acuoso: tras la esterilizacién de
los parpados y pestafias e instilacién de povidona iodada al 5% en el fondo de saco conjuntival,
se colocé el pano adhesivo estéril aislando las pestafias. Se lavd con suero la superficie oculary
se realizd una paracentesis en la zona de la incisién de la cirugia con aguja de 30G, extrayéndose
por aspiracién una muestra de humor acuoso en jeringa de 1cc. Luego, se procedid a la cirugia
con la técnica estandar. La muestra asi recogida fue introducida en un eppendorf y sometida a
un proceso de congelacidn en nitrégeno liquido para ser posteriormente conservada hasta su

utilizacién a -80°C.

1.2 Disefio experimental.

Los grupos experimentales fueron establecidos de acuerdo con la longitud axial del globo ocular.
Ojos con una longitud axial superior a 26mm fueron clasificados como miopes altos; los ojos con
una longitud axial de entre 23.5 y 25.9mm se clasificaron como miopes bajos; longitudes

inferiores a 23.4mm fueron empleados como grupo control (102).

°
“ 43 PACIENTES GRUPO CONTROL (LA < 23,4mm)

9% -
&“‘ “ 47 PACIENTES MIOPES BAJOS (LA 23,5 - 25.9 mm)
o

“ 23 PACIENTES CON MIOPIA ALTA (LA > 26 mm)

Figura 23: clasificacion de los pacientes segun su longitud axial en miopes altos, bajos y controles.
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Los criterios de inclusién fueron los siguientes: pacientes con cataratas en estadio quirurgico,
defecto refractivo hipermetrdpico inferior a +1.75D y astigmatismos menores de 2.75D. Por su
parte, como criterios de exclusién fueron establecidos: patologia ocular concomitante que
pueda interferir con los resultados (maculopatia activa distinta de maculopatia miope, glaucoma
no controlado con 2 farmacos tépicos, uveitis en cualquier estadio, oclusiones venosas o
arteriales retinianas, refraccidn en la hipermetropia superior a +2D y astigmatismos mayores de

3D).

A todos los pacientes se les realizé una exploracién oftalmoldgica completa incluyendo
determinacidon de agudeza visual corregida con optotipos EDTRS, exploracién del segmento
anterior con lampara de hendidura, oftalmoscopia y retinografia de campo amplio con
Optos® Optomap® P200Tx para el estudio del fondo del ojo, deteccién y clasificacion del
estafiloma de acuerdo con el criterio de Curtin y clasificacion de la maculopatia segin la
clasificacion de Avila (216). También se realizé medida de la longitud axial con interferometria
(Zeiss 10L master 700®) y tomografia de coherencia optica (Swept source optic coherence
tomography SSOCT TOPCON, Tokio, Japdn) para obtener medida objetiva del espesor coroideo.
Esta medida se tomdé de forma manual utilizando el instrumento de medida (caliper) facilitado
por el software del aparato. Ademas, se tomaron medidas del espesor retiniano y coroideo en

el punto correspondiente a la depresién foveal.

1.2.1 Deteccién mediante la técnica de ELISA.
Las mediciones de los factores del complemento H y D se realizaron siguiendo el protocolo

optimizado de Human Adipsin ELISA kit y Human Complement Factor H ELISA kit de Cusabio.

1.2.1.1 Human Adipsin ELISA kit:
El kit ELISA de medicién del factor D del complemento estd disefiado para la medicion
cuantitativa del Factor D en muestras bioldgicas. Esta técnica se basa en la deteccidén de un
antigeno inmovilizado por medio de un anticuerpo especifico que estd enlazado a un enzima
capaz de generar un producto detectable por espectofotometria. El color desarrollado en cada
pocillo es proporcional a la cantidad de CFD presente y se mide a 450nm. El rango de deteccién
de la prueba oscila entre 15.6ng/ml y 1000ng/ml. La prueba esta optimizada para un volumen

de muestra de 50-100ul.
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e Soluciones y reactivos empleados:
- Placa de ensayo de 96 pocillos
- Solucién estandar
- Anticuerpo Biotina (100X)
- Diluyente del anticuerpo Biotina
- Sustrato TMB
- HRP-avidina
- Tampén de lavado (25X)

- Solucién de parada

e Procedimiento experimental:

Se anaden 100ul de la solucién estandar y las muestras en cada pocillo correspondiente y se
incuba toda la placa a 37°C durante 2 horas. Posteriormente se retira el liquido de cada pocillo
y se agregan 100pul de anticuerpo biotina 1X a cada pocillo, se cubre con una tira adhesiva para
evitar evaporacién y se incuba durante 1h a 37°C. Tras la incubacion, se aspira el contenido del
pocillo y se lava 3 veces con el tampdn de lavado durante dos minutos cada lavado (200ul por
lavado). Después del ultimo lado, es necesario eliminar cualquier resto del tampdn de lavado,
secando la placa con toallas de papel limpias. A continuacion, se agregan 100l de HRP- avidina
1X a cada pocillo y se cubre la placa con una nueva tira adhesiva, incubandose la placa durante
1 hora a 37°C. Una vez terminada la incubacidn, se aspira el contenido del pocillo y se agrega el
sustrato TMB, para una nueva incubacion de 15 minutos a 37°C. Finalmente se agregan 50ul de
la solucidn de parada a cada pocillo y se determina la densidad éptica de cada pocillo utilizando

un lector de microplacas ajustado a 450nm.

1.2.1.2 Human Complement Factor H ELISA kit.
El kit ELISA del factor H del complemento esta disefiado para la medicion cuantitativa del factor
H del complemento en muestras bioldgicas por método de deteccidn colorimétrico. Esta técnica
emplea un anticuerpo de captura marcado con una etiqueta de afinidad y un anticuerpo
detector conjugado que inmunocaptura el analito de la muestra. La sefial finalmente generada

es proporcional a la cantidad de analito presente y la intensidad se mide a 450nm.
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e Soluciones y reactivos empleados:
- Anticuerpo de captura 10X del factor H del complemento
- Anticuerpo de deteccion 10X del factor H del complemento
- Proteina liofilizada del factor H del complemento
- Solucién diluyente de anticuerpos 5BI
- Solucién diluyente de muestras NS
- Tampoén de lavado PT 10X
- Solucién TMB

- Solucién de parada

e Procedimiento experimental:

Para realizar el ensayo se agregan muestras o estandares en los pocillos, seguidos de la mezcla
de anticuerpos. Tras la incubacidn, los pocillos se lavan para eliminar el material no unido y se
agrega la soluciéon de desarrollo TMB, generando una coloracién azul. Posteriormente, la
reaccion se detiene mediante la adicion de la soluciéon de parada, produciendo un cambio de
coloracién azul a amarilla. La sefial que se genera es proporcional a la cantidad de analito unido

y la intensidad se mide a 450nm.

2. Andlisis de las citocinas y los factores de crecimiento
regulados por hipoxia en muestras de humor acuoso
humano.

2.1 Extraccion y manejo de las muestras.
Se realizd un estudio transversal en el que se seleccionaron 75 ojos de pacientes que fueron
intervenidos por catarata en el Instituto de la Retina y Enfermedades Oculares de Valencia. El
estudio recibid la aprobacién del Comité de Etica e Investigacion de la Universidad CEU Cardenal

Herrera y en todo el estudio se siguié la normativa de Helsinki.

Durante la cirugia de cataratas se recogid la muestra de humor acuoso: tras la esterilizacién de
los parpados y pestafias e instilacion de povidona iodada al 5% en el fondo de saco conjuntival,
se colocé el pano adhesivo estéril aislando las pestafias. Se lavé con suero la superficie oculary
se realizd una paracentesis en la zona de la incisién de la cirugia con aguja de 30G, extrayéndose

por aspiracién una muestra de humor acuoso en jeringa de 1cc. Luego, se procedid a la cirugia
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con la técnica estandar. La muestra asi recogida fue introducida en un eppendorf y sometida a
un proceso de congelacidn en nitrégeno liquido para ser posteriormente conservada hasta su

utilizacion a -80°C.

2.2 Disefio experimental.
Los grupos experimentales fueron establecidos de acuerdo con la longitud axial del globo ocular.
Ojos con una longitud axial superior a 26mm fueron clasificados como miopes altos; los ojos con
una longitud axial de entre 23.5 y 25.9mm se clasificaron como miopes bajos; longitudes

inferiores a 23.4mm fueron empleados como grupo control.

5
'ﬂ 20 PACIENTES GRUPO CONTROL (LA < 23,4mm)

AP, .
}:“‘ Inl 25 PACIENTES MIOPES BAJOS (LA 23,5 — 25.9 mm)
®
'n' 30 PACIENTES CON MIOPIA ALTA (LA > 26 mm)

Figura 24: clasificacion de los pacientes que participaron en el estudio de hipoxia. La clasificacién tuvo
lugar segun la longitud axial del globo ocular.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes: pacientes con cataratas en estadio quirurgico,
defecto refractivo hipermetrdpico inferior a +1.75D y astigmatismos menores de 2.75D. Por su
parte, como criterios de exclusién fueron establecidos: patologia ocular concomitante que
pueda interferir con los resultados (maculopatia activa distinta de maculopatia miope, glaucoma
no controlado con 2 farmacos tépicos, uveitis en cualquier estadio, oclusiones venosas o
arteriales retinianas, refraccidn en la hipermetropia superior a +2D y astigmatismos mayores de

3D).

A todos los pacientes se les realiz6 una exploracién oftalmoldgica completa incluyendo
determinacidon de agudeza visual corregida con optotipos EDTRS, exploracidon del segmento
anterior con lampara de hendidura, oftalmoscopia y retinografia de campo amplio con
Optos® Optomap® P200Tx para el estudio del fondo del ojo, deteccidn y clasificacion del
estafiloma de acuerdo con el criterio de Curtin y clasificacién de la maculopatia segun la
clasificacion de Avila (216). También se realizé medida de la longitud axial con interferometria

(Zeiss 10L master 700®) y tomografia de coherencia optica (Swept source optic coherence
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tomography SSOCT TOPCON, Tokio, Japén) para obtener medida objetiva del espesor coroideo.
Esta medida se tomé de forma manual utilizando el instrumento de medida (caliper) facilitado
por el software del aparato. Ademads, se tomaron medidas del espesor retiniano y coroideo en

el punto correspondiente a la depresién foveal.

2.2.1 Deteccion de citoquinas y factores de crecimiento relacionados con hipoxia.
Las citocinas y los factores de crecimiento juegan un papel importante en procesos muy diversos
como la inmunidad innata, la apoptosis, la angiogénesis, el crecimiento y la diferenciaciéon
celular. Estan involucrados en complejas interacciones entre células, respuestas celulares a

condiciones ambientales, asi como en la mayoria de los procesos de la enfermedad.

El método tradicional para la deteccién y cuantificacién de las citocinas y factores de crecimiento
es el ELISA. En este método, la proteina objetivo se inmoviliza en una superficie sélida junto con
un anticuerpo vinculado a una enzima que genera un producto detectable. Si bien este método
tradicional es éptimo para la deteccién de una sola proteina, el procedimiento general requiere
de un volumen relativamente alto de muestra para cada proteina, lo cual es limitante para

aquellos ensayos en los que se quieren estudiar varias citocinas.

Las innovaciones en la tecnologia de Microarrays en los ultimos afos han permitido desarrollar
nuevas matrices de anticuerpos, permitiendo estudiar varias de ellas de manera simultanea con
un volumen de muestra reducido. La matriz Quantibody® estd basada en un sandwich ELISA
multiplexado que permite la determinaciéon precisa de la concentracién de miltiples citocinas

de manera simultanea.

2.2.1.1 Human Custom Quantibody ArrayS
De manera similar a un ELISA, el multiarray emplea un par de anticuerpos especificos de
citocinas para la deteccion. Primero un anticuerpo de captura se une a la superficie de vidrio y,
tras la incubacion con la muestra, la citocina objetivo es atrapada en la superficie sélida. Tras
este paso, se agrega un segundo anticuerpo de deteccién marcado con biotina y el complejo
citocina-anticuerpo-biotina es visualizado mediante la adicion del colorante Cy3 conjugado con

estreptavidina, usando un escaner de laser.

El portaobjetos de vidrio de la prueba se divide en 16 pocillos de matrices de anticuerpos de

citocina idénticas. Cada anticuerpo, junto con los controles positivos se agrupa por
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cuadruplicado. El cristal incluye una junta extraible que aisla cada pocillo y permite el estudio de

16 muestras en cada diapositiva de manera segura.

e Soluciones y reactivos empleados:

- Custom Array Glass Slide (RayBiotech, Peachtree Corners, USA)

- Quantibody® Sample Diluent (RayBiotech, Peachtree Corners, USA)

- Tampoén de lavado | 20X (RayBiotech, Peachtree Corners, USA), Lot #Q0362719.

- Tampén de lavado Il 20X (RayBiotech, Peachtree Corners, USA), Lot # 0411119

- Custom Array Lyophilized Standard Mix (RayBiotech, Peachtree Corners, USA)

- Custom Array Biotinylated Antibody Cocktail (RayBiotech, Peachtree Corners,
USA)

- Cy3 equivalent dye-conjugated Streptavidin (RayBiotech, Peachtree Corners,
USA)

- Slide Washer/Dryer (RayBiotech, Peachtree Corners, USA)

- Film adhesivo (RayBiotech, Peachtree Corners, USA)

e Procedimiento experimental:

El Slide almacenado a -80°C se atempera durante 2h a temperatura ambiente. Durante este
tiempo, se preparan las diluciones de las citoquinas estandar que seran empleadas para la
elaboracion de las rectas patréon. Para ello, se reconstituye el estandar liofilizado afadiendo
500ul de diluyente. A continuacion, se pipetean 100 pl de Std1 al Std2 y asi sucesivamente hasta

el Std7. Para el control negativo, se pipetean 100 pl de diluyente Unicamente.

Una vez atemperado el Slide, se pipetean 100 ul de diluyente en cada pocillo y se incuba durante
30 minutos para bloquear el Slide. Posteriormente, se decanta el contenido y se afiaden 100 pl
de las muestras y los estandares de la prueba, incubandose durante 2h a temperatura ambiente.
A continuacidn, se retira el contenido de los pocillos y se realizan 5 lavados de 5 minutos cada

uno con el tampdn de lavado 1y 2 lavados de 5 minutos con el tampdn de lavado 2.

Tras los lavados se procede a la incubacidn con el coctel de anticuerpos. Primero se procede a
la reconstitucion del anticuerpo de deteccidén afadiendo 1.4ml de diluyente al anticuerpo de
deteccién biotinilado y se afiaden 80 pul del céctel a cada pocillo, incubandose durante 1-2h a
temperatura ambiente. Una vez terminada la incubacidn, se retira el contenido de cada pocillo

y se realizan 5 lavados con 150 pl del tampdn de lavado 1 y 2 lavados adicionales de 150 pl con

81



el tampdn de lavado 2. Una vez realizados los lavados, se afiaden 80 pl de Cy3 conjugado con

streptavidin en cada pocillo y se incuba durante 1h en oscuridad.

Finalmente, se decanta el contenido de los pocillos y se realizan 5 lavados de 150 pl con el
tampdn de lavado |, se desmonta el Slide y se hace un lavado final de 30 minutos con el tampdn
de lavado 1 a temperatura ambiente y en agitacidn suave antes de analizar la sefial final a través
de un escaner Axon GenePix. Para la extraccidn de los datos del analisis de fluorescencia se

emplea el archivo GAL facilitado por la casa comercial (GenePix, ScanArray Express).

Muestras

YYY ==
T~ ¥¥v

oo 0 Incubacion de las muestras y
coctel estandar de proteinas

'?w '{ / (1-2h)
Y ? ‘y T1L L 0y LI
Incubacién con el cdctel de “37 ?’ ?
anticuerpos biotinilado (1-2h)
/ Incubacién con el

colorante Cy3
conjugado con
estreptavidina (1h)

Anticuerpo de soporte

( Escaner, lectura de datos y
SO e analisis

Figura 25: esquema general del procedimiento de andlisis mediante Multiarray.
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3. Tratamiento estadistico de los resultados.

El andlisis estadistico de los resultados se ha realizado empleando el paquete estadistico SPSS
version 24.0 (IBM Corp. 2016 para Windows, Versidon 24.0 Armonk, NY: IBM Corp., EE.UU.) y
GraphPad Prism version 7.04 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). Asi
mismo, a lo largo del estudio se han establecido intervalos de confianza del 95% y 99% para el

estudio de significatividad, indicdndose con * para p<0.05 y ** para p<0.01.

A lo largo de los tres estudios realizados en la tesis (analisis del complemento, estudio de
factores inducidos por hipoxia y factores de crecimiento), el estudio de la normalidad de la
distribucion se ha llevado a cabo mediante la prueba de Komogorov-Smirnov, con un intervalo
de confianza del 95%. Por su parte, el andlisis de las varianzas se realizé mediante la prueba de

Levene.

Para el estudio de los factores del complemento Hy D en muestras de humor acuoso se realizo
un ANOVA de los datos encontrados por la prueba de Levene tomando el test de Tukey como
analisis post hoc siempre que indicada homogeneidad de varianzas (p<0.05). De manera similar,
para aquellas variables que no presentaban homogeneidad de varianzas se realizd el test de
Kruskal-Wallis como andlisis no paramétrico. Una vez determinadas las diferencias de medias
entre los grupos y para examinar la fuerza de asociacion entre variables, se analizaron las

correlaciones de Pearson o Spearman, con un nivel de significaciéon de p<0.01.

Por otro lado, para el analisis de los factores de crecimiento e interleucinas inducidos por hipoxia
en pacientes con miopia alta a partir de muestras de humor acuoso, se realizé un ANOVA de los
datos encontrados por la prueba de Levene tomando el test de Tukey como andlisis post hoc
siempre que se cumpliera homogeneidad de varianzas y el test de Kruskal-Wallis para aquellas
variables cuyas varianzas eran heterogéneas. Una vez determinadas las diferencias de medias
entre parametros, se realizaron andlisis de correlacién de Pearson o Spearman con la finalidad
de conocer la fuerza de asociacidn entre las variables del estudio y los parametros clinicos de

cada paciente, todo ello con un nivel de significacion de p<0.05.

83



RESULTADOS.



1. Andlisis del sistema del complemento en muestras
de humor acuoso humano.
Con la finalidad de analizar el posible papel del sistema del complemento en el desarrollo de la
miopia se realizd un estudio de investigacion transversal en el que se seleccionaron 122 ojos de
pacientes intervenidos por catarata en la clinica FISABIO-Oftalmolégica Médica de Valencia,
analizando mediante ELISA los factores H y D del complemento a partir de muestras de humor

acuoso de ojos miopes y controles.

1.1 Caracteristicas clinicas de los pacientes objeto de estudio.
En la tabla 4 se pueden observar las caracteristicas clinicas generales de todos los pacientes que
han participado en el estudio. Los datos se muestran como media * desviacidn tipica. Los grupos
experimentales fueron establecidos de acuerdo con su longitud axial en miopes altos (LA>

26mm), miopes bajos (LA de entre 23.5- 25.9mm) y controles de emetropia (LA< 23.4mm).

El estudio contd con una poblacién total de 122 muestras, distribuidas en 43 controles, 47 ojos
con miopia baja y 32 con miopia alta. Las edades medias (afos) fueron de (75.6+6.9) para el
grupo control; (73.4+£10.3) para el grupo de miopia baja y de (66.4+12.5) para el grupo de alta

miopia. La distribucién de sexos dentro de cada grupo ha sido homogénea (tabla 4).

Las medidas referentes a la longitud axial y a los espesores retiniano y coroideo en el punto
correspondiente a la depresidn foveal fueron realizadas con interferometria (Zeiss 0L master
700°®) y tomografia de coherencia dptica (Swept source optic coherence tomography SSOCT
TOPCON, Tokio, Japdn) respectivamente. Esta medida se tomé de forma manual utilizando el
instrumento de medida (caliper) facilitado por el software del aparato. En los valores referentes
al espesor macular, se observa un aumento significativo en el grupo de miopia alta (273.
7+39.4*um) frente a los grupos de miopia baja (256. 8+26.5 um) y control (261.1+30.9 um). Por
su parte, los valores referentes al espesor coroideo muestran una notable reduccién entre el
grupo de miopia alta (128. 4+101.3* um), el grupo de miopia baja (199.2+78.0* um) y el grupo
control (237. 1+64.0 um), con diferencias significativas entre los 3 grupos. Las diferencias de

medias (*) han sido establecidas con un nivel de significacion de p<0.01.
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO

N SEXO % LA (mm) | EQ.ESFERICO | ESP. MACULAR (um) | ESP. COROIDEO (um) | FH (ng/ml) FD (ng/ml)

VARON 37.2%
CONTROL 43 22.610.4 -140.9 261.1+30.9 237.1+64.0 22.7+5.9 52.8+19.9
MUJER 62.8%

VARON 44.7%

BAJA
] 47 24.1+0.6 -3.313.4 256.8126.5 199.2+78.0" 22.9+10.5 53.2420.7
MIOPIA MUJER 55.3%
ALTA VARON 43.8%
] 32 28.1+1.9 -10+5.8 273.7+39.4% 128.4+101.3* 27.2415.5* 50.7+12.6
MIOPIA

MUIJER 56.3%

tablal. Caracteristicas clinicas de los 122 ojos que participaron en el estudio. Las diferencias significativas (*) indican diferencias de medias entre el grupo de miopia
alta frente al grupo control; (#) indica diferencias significativas entre el grupo de miopia baja y el grupo control; ambas se establecieron con una significacion de
p<0.01. Lista de abreviaturas: LA: longitud axial del globo ocular; EQ. Esférico: equivalente esférico; ESP. Macular: espesor macular; ESP: coroideo: espesor coroideo;
FH; factor H del sistema del complemento y FD: factor D del complemento.
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A lo largo del estudio se determind la presencia/ausencia de estafiloma posterior y se procedidé
a su clasificacion. Para ello, a todos los pacientes se les realizé una exploraciéon oftalmoldgica
completa incluyendo determinacion de agudeza visual corregida con optotipos EDTRS,
exploracién del segmento anterior con lampara de hendidura, oftalmoscopia y retinografia de
campo amplio con Optos® Optomap® P200Tx para el estudio del fondo del ojo, deteccién y
clasificacidn del estafiloma de acuerdo con el criterio de Curtin. La distribucion de los estafilomas
vario notablemente entre los tres grupos experimentales. El grupo control se caracterizd por
una ausencia total de estafiloma posterior. En el grupo de miopia baja, la mayoria de los ojos
presentaron ausencia de estafiloma, un 6.52% de los ojos presentaron estafiloma de tipo 1y 3,
y un 2.17% estafiloma de tipo 5. Por su parte el grupo de miopia alta presenté una gran variedad

de estafilomas (Tabla 5).

i Em Ausencia de estafiloma B TipoV
MIOPIA ALTA .
= Tipo | =3 Tipo VI
= Tipo Il El Tipo VI
 — 3 Tipo Il = Tipo VIII
B Tipo IV BN tlpo IX
MIOPiA BAJA-]I
]
CONTROLH
0 10 20 30 40

Numero de casos

Figura 26: representacion grdfica de la distribucion de casos de estafiloma posterior en los ojos del
estudio. Se puede observar una mayor incidencia y diversidad des estafiloma en el grupo de miopia alta
frente a los grupos de miopia baja y control.
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TIPO DE ESTAFILOMA SIGUIENDO EL CRITERIO DE CURTIN
AUSENCIA | TIPOII TIPO II TIPOIIl | TIPOIV | TIPOV | TIPOVI | TIPOVII | TIPOVIII | TIPO IX
CONTROL 32 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MIOPIA
39 0 3 0 1 0 0 0
BAJA
MIOPIA
5 2 2 3 2 0 0 1
ALTA
tabla2.  Distribucion de los estafilomas en los ojos de estudio siguiente la clasificacion de Curtin. Se observa una clara asociacion entre el desarrollo de estafiloma
posterior y la miopia alta.
GRADO DE MACULOPATIA SIGUIENDO LA CLASIFICACION DE AVILA
ASPECTO ESTAFILOMA ESTRIAS DE ATROFIA .
NORMAL MOSAICISMO POSTERIOR LACA COROIDEA NEOVASCULARIZACION
CONTROL 30 2 0 0 0 0
MIOPIA BAJA 33 6 7 0 0 0
MIOPIA ALTA 1 3 7 5 7 4

tabla3.

control, en comparacion con la gran diversidad de maculopatias presentes en el grupo de miopia alta.

Distribucion del grado de maculopatia en los ojos del estudio siguiendo la clasificacién de Avila. Se observa un claro predominio del aspecto normal en el grupo
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Para el andlisis del grado de maculopatia desarrollado por los pacientes se siguid la clasificacion
de Avila (216) con 6 grados de degeneracién macular (Mo-Ms) (Tabla 6). Al igual que sucedié con
el tipo de estafiloma, el grado de maculopatia varid notablemente entre los grupos
experimentales. El grupo control se caracteriza por una ausencia de maculopatia en la mayoria
de los pacientes (93.75% de los controles presentan aspecto normal y un 6.25% mosaicismo).
Por su parte, en el grupo de miopia baja el 73.71% de los pacientes presentan aspecto normal
(M), mosaicismo el 13,04% de los casos y el 15.21% estafiloma posterior. Finalmente, el grupo
de miopia alta se caracteriza por una mayor variedad de maculopatias tal y como muestra la

tabla 6y la figura 31.

Aspecto normal

MIOPIA ALTAS Mosaicismo

Estafiloma posterior
Estrias de laca

Atrofia coroidea profunda

gl

Neovascularizacion

MIOPIA BAJAH

CONTROL -

Numero de casos

Figura 27: representacion grdfica de la distribucion del grado de maculopatia entre los grupos
experimentales control, baja miopia y alta miopia. Se puede observar una mayor incidencia y variedad
de la maculopatia miope en el grupo de miopia alta en comparacién con el grupo de miopia baja.
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1.2 Aumento significativo de concentracion de FH en el grupo de miopia alta.
Una vez medida la concentracién de los factores Hy D del complemento mediante ELISA a partir
de muestras de humor acuoso, se analizaron las diferencias de medias obtenidas entre los tres
grupos experimentales mediante un ANOVA de un factor. En la figura 32 se muestra el aumento
significativo en los niveles del factor H del complemento en el grupo de miopia alta respecto al
grupo de miopia baja y control (p<0.01). De manera andloga procedimos a estudiar el factor D
del complemento, cuyos valores no manifestaron diferencias significativas entre los grupos

experimentales (p>0.05).
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Figura 28: a) concentracion media del factor H del complemento en humor acuoso; b) concentracion
media del factor D del complemento. Las barras de error representan la desviacion tipica de la media. Las
diferencias significativas (*) fueron establecidas con un nivel de significacion de p<0.01

1.3 Reduccidn significativa del espesor coroideo en el grupo de miopia alta.
El andlisis de medias ANOVA para el espesor coroideo y macular reflejé una reducciéon
significativa en el espesor coroideo de los pacientes con miopia alta frente a los pacientes con
miopia baja y control, con un nivel de significacidon de p<0.01. Por su parte, el espesor macular

no reflejo diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 29: a) cuantificacion de los espesores coroideo y macular mediante OCT: a) representacién grdfica
del valor medio del espesor coroideo en los grupos experimentales de miopia alta, baja y control; b)
representacion grdfica del espesor macular medio determinado en los grupos experimentales por medio
de OCT. Las barras de error muestras la desviacion tipica de la media. Las diferencias significativas (*)
fueron establecidas con un nivel de significacion de p<0.01.

1.4 Correlaciéon entre la longitud axial del globo oculary el espesor coroideo.
El analisis de correlacién de Pearson entre el espesor coroideo y la longitud axial del globo ocular
mostré que ambos pardmetros se correlacionan de manera inversa con una R de Pearson de R=
-0.516 y una significacién de p<0.01 (Figura 34). Los pacientes con miopia alta se caracterizan
por tener una mayor longitud axial (LA>26mm) y grosores coroideos inferiores a los medidos en
los ojos con miopia baja y sus correspondientes controles de emetropia. Dicho adelgazamiento

coroideo se hace cada vez mas evidente a medida que el eje axial alcanza valores mas extremos.
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Figura 30: correlacion de Pearson entre el espesor coroideo y la longitud axial del globo ocular. Ambas
variables se correlacionan de manera inversa, con una R= -0.516 y una significacion de p<0.01.
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1.5 Correlacién entre la longitud axial y los niveles del complemento.
El andlisis de correlacidn de Spearman entre la longitud axial del globo ocular y la concentracidn
del factor H del complemento en humor acuoso muestra una correlacién alta y positiva entre
ambos parametros (R=0.728, p<0.01). De forma general, se observa una tendencia ascendente
entre la longitud axial y los niveles obtenidos de dicho factor del complemento, pues al estirarse
el globo ocular los valores obtenidos del factor H fueron incrementandose progresivamente

(Figura 35).
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Figura 31: Andlisis de correlacion de Spearman entre la Longitud axial del globo ocular determinada
mediante OCT y la concentracion factor H del complemento determinada mediante ELISA con una
significacion de p<0.01. Ambas variables mantienen una correlacién positiva y alta (R= 0.728).

1.6 Correlacion entre el espesor coroideo y el FH.
El analisis de correlacién de Spearman entre el espesor coroideo y la concentracion del factor H
del complemento concluyd, con un nivel de significacion de p<0.01 que el factor H del

complemento se correlaciona de manera inversa con el espesor coroideo (R -0.624) (Figura 36).
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Figura 32: andlisis de correlacion de Spearman entre la concentracion del Factor H del complemento y el
espesor coroideo determinada con un nivel de significacion de p<0.01. Ambas variables mantienen una
correlacion inversa, de manera que aumentos en una variable determinan una disminucion en los valores

de la otra y viceversa (R=-0.624).

1.7 El estiramiento axial del ojo condiciona la progresion de la maculopatia.
A lo largo del estudio también se analizd la relacién establecida entre la longitud axial del globo
ocular y la presencia de maculopatia miope. La figura 37 representa la longitud axial media
caracteristica de cada grado de maculopatia. En ella se observa un aumento significativo en la
longitud axial media de los pacientes que padecen estrias de laca en comparacién con sus ojos
equivalentes con aspecto normal. Asi mismo, los ojos con atrofia coroidea profunda y
neovascularizacion presentan una longitud axial media significativamente superior a los ojos con
aspecto normal. El andlisis de medias se realizd por medio de un ANOVA de un factor y las

diferencias significativas se establecieron con un nivel de significaciéon de p<0.01.
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Figura 33: Representacion grdfica del andlisis de medias ANOVA de la longitud axial para cada tipo de
maculopatia desarrollada por los pacientes del estudio. Las diferencias de medias (*) fueron establecidas
con un nivel de significacion de p<0.01. Las barras de error representan la desviacion tipica de la media.

1.8 La reduccién del espesor coroideo favorece la progresion de la

maculopatia.
El espesor coroideo presenta una reduccion significativa en el grupo de miopia alta respecto a
los grupos de miopia baja y control (Tabla 4). Posteriormente, analizamos las diferencias de
medias en el espesor coroideo medio de cada grado de maculopatia por medio de un analisis
ANOVA, observandose una clara reduccion de espesor en los pacientes que presentaban estrias
de laca y neovascularizacién con una significacion de p<0.01. Aunque para el desarrollo de
estafiloma posterior y atrofia coroidea profunda el andlisis ANOVA no reflejé diferencias
significativas (p>0.05), si se observa una clara tendencia de reduccion del espesor coroideo, la

cual puede ser confirmada aumentando el nimero de pacientes del estudio.
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Figura 34: representacion grdfica del espesor coroideo medio determinado por OCT del conjunto de
maculopatias que presentan los pacientes del estudio. Las diferencias de medias (*) fueron analizadas
con una significacion de p<0.01 y las barras de error muestran la desviacion tipica de la media.

1.9 La mayor concentracién de FH condicionan un mayor grado de

maculopatia.
En la figura 39 demostramos incrementos significativos en los niveles del factor H del
complemento en el grupo de miopia alta frente a los grupos de miopia baja y control.
Posteriormente analizamos los valores medios del factor H para cada grado de maculopatia
observado en los pacientes por medio de un andlisis ANOVA, reflejando incrementos
significativos en el grupo de pacientes con atrofia coroidea profunda y neovascularizacidn frente
a los pacientes cuyo fondo del ojo tiene un aspecto normal. Dicho analisis fue establecido con

un nivel de significacion de p<0.01.

Por su parte, si bien el analisis estadistico no mostré diferencias significativas (p>0.05) en el
grupo de pacientes con estrias de laca, se observa una cierta tendencia que debera ser abordada

en analisis posteriores en los que se aumente la poblacién de estudio.
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Figura 35: representacion grdfica de la concentracion media del factor H del complemento para cada una
de las maculopatias presentes a lo largo del estudio. Las diferencias de medias (*) fueron establecidas
con un nivel de significacion de p<0.01. Las barras de error muestran la desviacion tipica de la media.
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2. Estudio de los productos activados por hipoxia en

humor acuoso humano.

Para analizar el papel que desempefia la hipoxia y los factores de crecimiento activados por esta
condicidn se realizé un estudio de investigacion transversal en el que se seleccionaron 75 ojos
de pacientes intervenidos por catarata en el Instituto de la Retina y Enfermedades Oculares de
Valencia, analizando mediante multiarray el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), el factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF), las interleucinas IL-6 e IL-17, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-BB) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en humor

acuoso de ojos miopes y controles.

2.1 Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio.
En la tabla 7 se pueden observar las caracteristicas clinicas generales de todos los pacientes que
han participado en el estudio. Los datos se muestran como media * desviacidn tipica. Los grupos
experimentales fueron establecidos de acuerdo con su longitud axial en miopes altos (LA>
26mm), miopes bajos (LA de entre 23.5- 25.9mm) y controles de emetropia (LA< 23.4mm). Las
edades medias (afios) fueron de 75.616.9 para el grupo control; 73.4+10.3 para el grupo de

miopia baja y de 66.4+12.5 para el grupo de alta miopia.

El estudio contd con una poblacién total de 75 muestras, distribuidas en 20 controles, 25 ojos
con miopia baja y 30 muestras de ojos con miopia alta. Las medidas referentes a la longitud axial
y a los espesores retiniano y coroideo en el punto correspondiente a la depresidon foveal fueron
realizadas con interferometria (Zeiss IOL master 700®) y tomografia de coherencia 6ptica (Swept
source optic coherence tomography SSOCT TOPCON, Tokio, Japdn) respectivamente. Esta
medida se tomo de forma manual utilizando el instrumento de medida (caliper) facilitado por el
software del aparato. En los valores referentes al espesor coroideo se observa una reduccion
significativa en el grupo de miopia alta (115.1+85.1*um) frente a los grupos de miopia baja
(188.6199.9* um) y control (234.8+56.4 um), con diferencias significativas entre los 3 grupos.

Las diferencias de medias (*) han sido establecidas con un nivel de significacion de p<0.01.
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

N EDAD (afos) LA (mm) Esp. Coroideo (um)
CONTROL 20 75.646.9 22.8+0.6 234.8+0.6
MIOPIA BAJA 25 73.4£10.3 24.5+1.0 188.7499.9
MlOPiA ALTA 30 66.4112.5 29.1+3.1* 115.1+85.1*
tablad. Descripcidn clinica de los 75 pacientes seleccionados para el estudio de factores de crecimiento e interleucinas inducidas por hipoxia. Los resultados se expresan

como media * desviacion tipica. Las diferencias de medias (*) fueron establecidas con una significacion de p<0.05 entre el grupo de miopia alta y los grupos de miopia
baja y control; Por su parte, (#) indica diferencias significativas entre el grupo de miopia baja y control con una significacion de p<0.05

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS PACIENTES
N HIF- 1a HGF VEGF PDGF-BB IL-6 IL-17
CONTROL 20 71.1+23.3 179.90+108.58 383.96+287.49 194.88+71.32 38.84+164.30 0.48+1.86
BAJA MIOPIA 25 53.1+14.2* 235.52+188.96" | 396.76%264.29 226.45+106.13 18.17+34.58 0.260.99
ALTA MIOPIA 30 46.7+10.3* 377.30+281.83* | 154.03+151.75* 264.56+96.59* 82.14+197.46 0.43+2.15
tablab. Concentraciones medias de cada metabolito separadas por los grupos experimentales de miopia alta, baja y control de emetropia. Los resultados se expresan como

significativas entre el grupo de miopia baja y control.

media + desviacidn tipica. Las diferencias de medias (*) fueron establecidas con una significacion de p<0.05 entre el grupo de miopia alta y control: (#) indica diferencias
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2.2 Distribucidn de las concentraciones de los marcadores en los grupos

experimentales y su relacién con el desarrollo de la maculopatia miope.

2.2.1 Aumento significativo de la concentracién de HGF en pacientes con miopia

alta, especialmente en aquellos que desarrollan atrofia coroidea profunda.
Una vez determinada la concentracidn de los factores de crecimiento a partir de las muestras
de humor acuoso, se analizaron las diferencias de medias obtenidas entre los tres grupos
experimentales mediante un andlisis HSD de Tuckey y una prueba adicional de T3 de Dunnet.
Dichos analisis reflejaron un aumento significativo en la concentracién del factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) en el grupo de miopia alta respecto al grupo de miopia baja y control con
un nivel de significacién p<0.05. Por su parte, el grupo de miopia baja también presenta un
incremento significativo (p<0.05) respecto al grupo control (Figura 36a). Para conocer la relacion
gue HGF mantiene con el eje axial del globo ocular, realizamos un andlisis de correlacién de
Spearman entre dicho factor de crecimiento y la longitud axial del globo ocular, cuya nube de
puntos estd representada en la figura 36b. Ambos pardmetros mantiene una correlacién de r=
0.349, con un nivel de significacion de p<0.01, de forma que se observa que una mayor

elongacion axial del globo ocular (tipico de los ojos miopes) se asocia a mayores niveles de HGF.

Por otro lado, al analizar las concentraciones obtenidas de HGF en funcidon del grado de
maculopatia desarrollado por el paciente, se observa un aumento significativo en el grupo de
pacientes que desarrollan atrofia coroidea (p<0.05) respecto al resto de pacientes con aspecto
normal, mosaicismo y estafiloma posterior (Figura 36¢). Ademads, se observa una tendencia al
alza en los valores de HGF a medida que progresa la maculopatia, lo cual precisa de

comprobaciones adicionales y aumentar la poblacidn de estudio.

En cuanto a la relacién que HGF mantiene con los demas factores de crecimiento del estudio,
destacamos la correlacién inversa con el factor de crecimiento endotelial vascular y la
correlacién positiva y alta que HGF mantiene con el factor de crecimiento derivado de plaquetas

(r=0.594, p<0.05).
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Figura 36: a) representacion grdfica de la concentracion media del factor de crecimiento de hepatocitos
en los tres grupos experimentales. Las diferencias de medias (*) se establecen con un nivel de significacion
de p<0.05. Las barras de error muestran la desviacion tipica de la media; b) andlisis de regresion entre el
HGF y la longitud axial del globo ocular. Ambos parametros mantienen una r= 0.349, p<0.01; c)
representacion grdfica de la concentracion media de HGF en funcion del grado de maculopatia
desarrollado por el paciente. Las diferencias de medias (*) se establecen con un nivel de significacién de
p<0.05. Las barras de error muestran la desviacion tipica de la media; d) andlisis de correlacion de Pearson
entre VEGF y HGF; e) andlisis de correlacion de Pearson entre el factor de crecimiento derivado de
plaquetas y el HGF. Ambas variables mantienen una correlacion positiva y alta (p<0.01).
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2.2.2 Regulacion a la baja de HIF a medida que avanza el grado de miopia.
El analisis de medias HSD de Tuckey reflejé una reduccidn significativa en el grupo de miopia alta
frente al de miopia baja y este, a su vez, respecto al grupo control con un nivel de significacion

de p<0.05 (Figura 37a).

Adicionalmente y para conocer la distribucién de concentraciones de HIF en funcidn de la
longitud axial del globo ocular de cada paciente realizamos un andlisis de correlacidon de Pearson
con un nivel de significaciéon de p<0.01. Dicho andlisis mostré que ambas variables mantienen
una correlacién alta y negativa, es decir, que a mayor longitud axial menores concentraciones

de HIF hallaremos experimentalmente (r=-0.341, p<0.01) (Figura 37b).

Por otro lado, estudiamos la relaciéon que los valores encontrados de HIF mantenian con sus
equivalentes de HGF y VEGF con la finalidad de estudiar la relacion entre ambas variables. Para
ello, realizamos un andlisis de Pearson entre HIF y HGF (Figura 37c), demostrando que ambas
variables mantienen una correlacién negativa y alta (r=-0.322, p<0.05). Por su parte, el andlisis
de correlacidn entre HIF y VEGF mostré que ambas variables mantienen una correlacién positiva,
de manera que menores niveles de expresion de HIF condicionan una menor concentracién de

VEGF (r= 0.261, p<0.05).
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Figura 37: a) representacion grdfica de la concentracién del factor inducible por hipoxia 1 alfa en los
grupos experimentales de miopia alta, baja y controles de emetropia. Las diferencias de medias (*) se
establecieron con un nivel de significacion de p<0.05 y las barras de error muestran la desviacion tipica
de la media; b) recta de regresion y nube de puntos entre el HIF y la longitud axial del globo ocular, con
una r de -0.341, p<0.05; c) andlisis de correlacion de Pearson entre el factor inducible por hipoxia y el HGF
con un grado de significacion de p<0.05; d) andlisis de correlacién entre el HIF y el VEGF.

2.2.3 Regulacion a la baja de VEGF a medida que avanza el grado de miopia.

Por su parte, el factor de crecimiento endotelial vascular presenta una reduccién significativa en

los niveles encontrados en el grupo de miopia alta (154.03+151.75*pg/ml) en comparacion con

los niveles hallados en el grupo de miopia baja (296.76+264.29 pg/ml) y control (383.96+287.49

pg/ml) con un nivel de significacion de p<0.05. A su vez, el grupo de miopia baja presenta un

incremento significativo respecto al grupo control (p<0.05) (Figura 38a).

Ademas, realizamos un analisis de correlacién de Spearman entre el VEGF y la longitud axial del

globo ocular. De dicho analisis revela que ambas variables se correlacionan de manera alta y

negativa, con una r= -0.480, p<0.01, de manera que una mayor elongacién del globo ocular

determina valores progresivamente menores del factor de crecimiento endotelial vascular

(Figura 38b).
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Figura 38: a) representacion grdfica de la concentracion media del factor de crecimiento endotelial
vascular en los grupos de miopia alta, baja y control. El andlisis de medias HSD de Tuckey mostré una
reduccion significativa de la concentracion de VEGF en el grupo de miopia alta en comparacion con los
grupos de miopia baja y control. Las diferencias de medias (*) fueron establecidas con un nivel de
significacion de p<0.01 y las barras de error muestran la desviacion tipica de la media; b) andlisis de
correlacion de Spearman entre el VEGF y la longitud axial del globo ocular, con una r= - 0.480, p<0.01.

2.2.4 Ausencia de cambios significativos en los niveles de PDGF-BB entre grupos.
El ultimo de los factores de crecimiento estudiados ha sido el factor de crecimiento derivado de
plaquetas, el cual es necesario para la estabilizacion de los vasos en formacién y evitar fugas y
sangrado. Si bien se observa un cierto incremento en el grupo de miopia alta (264.5+96.5*pg/ml)
respecto al grupo de miopia baja (226.4+106.1pg/ml) y control (194.8171.3 pg/ml), la gran
variabilidad de los resultados precisa de comprobaciones adicionales y un aumento de la
poblacién del estudio para poder determinar cambios en la concentracidn de este factor de

crecimiento (Figura 39a).

También realizamos un analisis de correlacidn de Spearman entre el PDGF y la longitud axial del
ojo para conocer la relacidon establecida entre ambos pardmetros. Ambas variables no
mantienen una correlacién significativa, con una r= 0.170, p= 0.131, n=75 de manera que,
aunque el grupo de miopia alta presenta concentraciones mayores que el grupo control, los

niveles de PDGF no se correlacionan bien con la elongacién axial (Figura 39b).
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Figura 39: a) representacion grdfica de la concentracion media del factor de crecimiento derivado de
plaquetas en los grupos de miopia alta, baja y control. Las diferencias de medias (*) se establecieron con
un nivel de significacion de p<0.05 y las barras de error muestran la desviacién tipica de la media; b)
andlisis de correlacion de Spearman entre el PDGF y la longitud axial del globo ocular.

2.2.5 No hay diferencias significativas en los niveles de IL-6 e IL-17 entre grupos.

Ademas de los factores de crecimiento anteriormente mencionados y del factor inducible por

hipoxia, a lo largo del estudio hemos estudiado la distribucién de las concentraciones de las

interleucinas IL-6 e IL-17 en los grupos de alta y baja miopia y el grupo control de emetropia. En

la Figura 44a se pueden apreciar que la distribucién de la concentracion media de la IL-6 no

presenta diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Por lo que respecta a la IL-17 el andlisis de medias no reflejé diferencias significativas entre los

grupos experimentales (Figura 40). Ademas, la mayor parte de las concentraciones medidas de

la IL-17 se mantuvieron por debajo del limite de deteccion de la prueba, por lo que su

distribucidn entre los grupos de miopia y control debera ser analizada por medio de una prueba

diagnéstica diferente con mayor sensibilidad.
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Figura 40: a) representacion grdfica de la concentracién de interleucina 6 entre los grupos
experimentales. No se observan diferencias significativas entre los grupos; b) representacion grdfica de
las concentraciones medias de IL-17 en los grupos experimentales. No se observan diferencias

significativas entre grupos.
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DISCUSION.



La miopia es el desorden visual mas comun en todo el mundo (86). Es una enfermedad
multifactorial causada por una compleja interaccidn entre factores genéticos y ambientales que
causan un desajuste entre la longitud axial del globo ocular y las lentes que lo componen
generando imagenes borrosas de los objetos situados a cierta distancia del observador (63,75—
78,84). Su distribucion varia notablemente entre las distintas poblaciones, alcanzando su mayor
prevalencia en las paises asiaticos (67,68,259). Actualmente, en Europa su prevalencia es del
24.3% (260). Sin embargo, en las ultimas décadas su prevalencia estandarizada por grupos de
edad ha aumentado del 17,8% entre los nacidos entre 1910y 1939 al 23,5% en los nacidos entre
1940y 1979. Este aumento es incluso mas evidente entre los jovenes europeos actuales, en los
gue alcanza una prevalencia del 47,2%, todo ello favorecido por los cambios sociales y en el
estilo de vida sucedidos en las ultimas décadas tales como la mayor presion educativa, la
reduccion de actividades al aire libre, la mayor exposicidn a pantallas, etc. Se espera que para el
afo 2050 el 49,8% de la poblacion mundial esté afectada por miopia, de los cuales, el 9,8%

padeceran la variedad de miopia alta (76,260,261).

Tradicionalmente se ha definido a la miopia alta como una miopia con un error de refraccidn
superior a las -6D y una longitud axial del globo ocular superior a los 26mm (235). Sin embargo,
lejos de tratarse de una simple miopia con mas dioptrias y una longitud axial del globo ocular
mayor, la miopia alta se caracteriza por la presencia de cambios degenerativos en el segmento
posterior que involucran a la esclerdtica, el disco dptico, la coroides, la membrana de Bruch, el
epitelio pigmentario de la retina y a la propia retina(2). A nivel molecular, presenta un contexto
diferente con alteraciones en la expresién de factores inducidos por hipoxia, desajustes en la
expresion de factores de crecimiento relacionados con el crecimiento ocular y el estrés
oxidativo, asi como una sobreactivacién del complemento. Todo ello, incrementa la
susceptibilidad del paciente a padecer otras enfermedades oculares graves tales como

cataratas, desprendimientos de retina, atrofia coroidea, etc. (213).

A lo largo de esta tesis doctoral hemos realizado dos estudios clinicos a partir de muestras de
humor acuoso humano. En el primero de ellos se determinaron las concentraciones de los
factores H y D del complemento mediante ELISA y se analizo la posible asociacion que ambos
factores mantienen con el establecimiento de la maculopatia miope. En el segundo estudio, se
abordd el conjunto de factores de crecimiento e interleucinas cuya sintesis y secrecidn se ve
favorecida por la situacién de hipoxia generada en el polo posterior como consecuencia del
estiramiento axial del ojo miope. La combinacién de ambos estudios nos ha permitido obtener
una visidn integrada del proceso patoldgico subyacente a la miopia alta: cdmo la elongacién

axial del globo ocular genera una situacién de isquemia que condiciona el aporte de oxigeno y
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nutrientes a la retina, situacién a la que este tejido responde incrementando la expresién de
factores proangiogénicos e inflamatorios con el objetivo de restablecer la situacién de normoxia.
El brote anédmalo de nuevos vasos y la inflamacién aberrante ocasionada genera dafio tisulary,

en Ultima instancia, el establecimiento de la maculopatia miope, con pérdida de visién.

Una de las principales limitaciones a la hora de estudiar patologias oculares en pacientes
humanos es el acceso a la muestra. En nuestro caso, las muestras empleadas en ambos han sido
extracciones de humor acuoso durante la cirugia de cataratas. En este sentido, el desarrollo
reciente de plataformas analiticas como la cromatografia de gases (GC), la cromatografia liquida
(LC), la electroforesis capilar (CE) asociada a espectroscopia de masas (MS) y la resonancia
magnética nuclear (NMR) han permitido estudiar con mayor profundidad los eventos
metabdlicos que dirigen el crecimiento ocular y la degeneracion retiniana a través del andlisis

del humor acuoso de los pacientes (262—-264).

1. La miopia alta se asocia a una alteracion de la expresion de los

factores reguladores de la via alternativa del complemento.

En los ultimos afios, el interés por el estudio del sistema del complemento y los factores
proangiogénicos ha resurgido debido a la publicacion de diversos trabajos en los que se
documenta su implicacién en diversas enfermedades. En cooperaciéon con otros sistemas
inmunes y fisioldgicos, el complemento integra la inmunidad innata y adaptativa. Su activacion
se desencadena por medio de mecanismos distintos dependiendo de la via que involucre
(clasica, alternativa y lectinas). Todas ellas convergen en la formacion de la convertasa C3, que
da como resultado la formacidn de los productos de activacién C3ay C3b, C5ay el complejo de
ataque de membrana C5b-9. Entre sus funciones media la eliminacién de restos celulares y
apoptéticos participa en el desarrollo tisular normal, en el crecimiento de las masas tumorales
y en los estados patoldgicos tales como el sindrome urémico hemolitico o la degeneracién

macular asociada a la edad.

La eficacia de su funcionamiento depende del control fino de su activacidn. Cuando esta
desregulado o sobreactivado el complemento pasa de ejercer funciones homeostaticas a
patoldgicas, impulsando diversos trastornos inflamatorios e, incluso, cancer, lo que refleja la
naturaleza multifacética del complemento (209,265). La via alternativa permanece
constantemente activa a través de la hidrélisis constitutiva de baja velocidad del tioéster interno
de C3 (191). Entre los factores que la regulan se encuentra el factor H, sintetizado en el ojo por

el nervio dptico, la esclera, el epitelio pigmentario de la retina, el epitelio ciliar y el cristalino
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(198). Su funcioén principal es la inactivacion de C3b, impidiendo la amplificacidn de la cascada.
Por otro lado, el factor D es un factor implicado en la activacién de la via del complemento que

actua sobre la convertasa C3 (192,266).

En etapas tardias, la miopia alta cursa neovascularizacién y atrofia coroidea similar a la atrofia
geografica tipica de enfermedades como la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE),
lo que sugiere que ambas patologias podrian tener sistemas moleculares similares como
desencadenantes de dicha clinica comun. La DMAE es una enfermedad multifactorial compleja,
caracterizada en sus etapas iniciales por la presencia de acumulaciones de lipoproteinas en la
membrana de Bruch, observadas como drusas en los exdamenes fundoscépicos. Los estudios
genéticos realizados han identificado varios componentes de la cascada del complemento en
dichos depésitos, lo que sugiere que la DMAE puede deberse a un proceso de inflamacion
aberrante que incluye una activacién inadecuada del complemento (173,265). En particular, la
variante comun H402 del factor del complemento H se asocia con una mayor predisposicién a
padecer DMAE por medio de mecanismos todavia desconocidos (267). Por su parte, la evidencia
del factor D en la patogenia de la DMAE incluye lo siguiente: en un modelo con deficiencia
genética del factor D, los ratones estaban desprotegidos contra la degeneracién de los
fotorreceptores mediada por estrés oxidativo y un aumento de la activacién sistémica del
complemento, incluido el factor D, fue detectado en el suero de pacientes con DMAE en

comparacién con los controles (209).

Por lo tanto, las alteraciones de los factores H y D del complemento se han relacionado con la
DMAE atroéfica y su forma final, la atrofia geografica. Esta variante de la DMAE cursa con atrofia
progresiva de la coroides seguida de atrofia retiniana y pérdida de visién. Proceso similar, en
cierto modo, a la atrofia coriorretiniana tipica de la miopia alta. Por ello, el analisis de los factores
H y D del complemento en el humor acuoso en pacientes con miopia alta resulta una
herramienta util y de bajo coste para estudiar y comprender la implicacion e importancia del
sistema del complemento en el establecimiento de la degeneracion macular tipica de la miopia

alta.

1.1 La miopia alta se asocia con una regulacion al alza del CFH y éste, a su

vez, con el desarrollo de la maculopatia miope.

A lo largo de este estudio hemos correlacionado los niveles del factor H del complemento
medidos en el humor acuoso de 122 pacientes con la atrofia coriorretiniana miope central, para

lo cual clasificamos la maculopatia en funcion del fondo de ojo y de la medida objetiva del
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espesor coroideo central. Nuestros resultados demuestran la asociacidon entre los niveles
significativamente elevados del factor H del complemento y la miopia alta (Figura 31a) con un
nivel de significacion de (p<0.01). Asi mismo, el factor H del complemento se correlaciona de
manera inversa y alta con el espesor coroideo (R=-0.624, p<0.01, n= 122) (Figura 32) y, a la vez,
el factor H del complemento incrementa sus niveles a mediada que progresa la maculopatia
miope, hallando concentraciones significativamente elevadas en los ojos con atrofia coroidea
profunda y neovascularizacidn frente a los ojos con aspecto normal (Figura 35). Sorprende la
relacion encontrada, ya que nuestros hallazgos sugieren que el factor H aumenta su
concentracién cuanto mas evolucionada estd la enfermedad, es decir, cuando hay mas atrofia

en el epitelio pigmentario.

El factor H es producido constitutivamente por el higado, asi como por una amplia variedad de
tipos celulares como linfocitos de la sangre periférica, mioblastos, células endoteliales, células
gliales y neuronas (199). La retina muestra una sintesis extrahepatica del complemento, siendo
el epitelio pigmentario una de las fuentes principales de este factor en el ojo, probablemente
para superar el acceso restringido de proteinas plasmaticas a la retina a través de la barrera

hematorretiniana.

CFH es una proteina plasmatica abundante que se compone de 20 dominios. Su funcién es la de
promover la inactivaciéon de C3b mediada por el Factor | uniendo a C3b predominantemente a
través de los dominios 1-4 en el extremo N-terminal de la molécula de CFH. Actia como cofactor
del Factor | tanto en fase fluida como en la superficie celular, asi como en la membrana de Bruch,
uniéndose a los glicosaminoglicanos como el heparan sulfato. Se ha demostrado que los
dominios 6-8 y 19-20 desempefan un papel importante en la unién del heparan sulfato, lo que
resulta en una conformacién que permite que los dominios 1-4 interacttien con C3b. También
se ha demostrado que los dominios 7 y 20 son importantes para facilitar la unién de CFH al
malondialdehido, el cual es un subproducto de peroxidacién lipidica caracteristico de los
depdsitos tipicos de la DMAE y también encontrado en la miopia alta (268—270). La union de
CFH al malondialdehido inhibe la amplificacién del sistema del complemento al promover la
escision de C3b en fragmentos iC3b inactivos (271). En este sentido, ya hemos mencionado que
la variante H402Y de CFH muestra una unidn significativamente disminuida al heparan sulfato y
a las moléculas de la malondialdehido y una pérdida de capacidad para inactivar a C3b. Todo
ello proporciona una explicacion de cdmo este polimorfismo conduce a la desregulaciéon de la

via alternativa del complemento (272).
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Por tanto, una posible explicacién a nuestros hallazgos es que el incremento en la concentracidn
del factor H del complemento en pacientes con miopia alta se deba a un incremento de su
sintesis por las otras estructuras y tejidos oculares que también son productores de factor H: la
esclera, la retina, el nervio dptico y el epitelio ciliar y que este incremento de la concentracion
se produzca de manera espontdnea para bloquear la accién del factor C3b, impidiendo la

amplificacion de la cascada del complemento (272,273).

El CFH tiene efectos antioxidantes y reguladores de la apoptosis mediante un mecanismo
dependiente de caspasa sobre las células del epitelio pigmentario de la retina bajo situacién de
estrés nitrosativo. También bloquea los efectos proinflamatorios del malondialdehido, un
producto mayoritario de peroxidacién lipidica y protege contra el estrés oxidativo en modelos

de raton.

En un estudio reciente, nuestro grupo ha evidenciado estrés nitrosativo en el humor acuoso de
pacientes con miopia alta. La nitraciéon de la tirosina es un tipo Unico de modificacion
postraduccional que ocurre en el contexto de inflamacién y estrés nitrosativo (271). En DMAE,
se ha demostrado la presencia de nitrotirosina inmunorreactiva en el CFH, lo cual, potencia la
secrecién de la citocina proinflamatoria y angiogénica IL-8 a partir de monocitos que han sido
estimulados con productos de peroxidacion lipidica. Estos hallazgos sugerian fuertemente que
el CFH nitrado contribuye a la progresion de la DMAE ya que bajo condiciones de estrés
nitrosativo la forma reducida del CFH tiene un papel protector, mientras que su forma oxidada
tiene un papel patoldgico como activador de la via alternativa (271). Otra posible explicacion es
la existencia de un cambio de funcién en el FH mediada por estrés oxidativo/nitrosativo de

manera que este pase de ejercer funciones homeostaticas a patologicas. (271,274).

Nuestros hallazgos concuerdan asi con los estudios recientemente publicados que estudian la
implicacion del complemento en la atrofia geogréfica de la degeneraciéon macular asociada a la
edad (DMAE), similar a la atrofia coroidea desarrollada en la miopia alta, sugiriendo que ambas
patologias podrian tener sistemas moleculares similares que desencadenan una clinica comun

(275).

Estas dos aportaciones son las mds notables del estudio, puesto que, si bien estd ampliamente
descrito en la bibliografia la relacién entre la longitud axial y la predisposicién a padecer
maculopatia miope, asi como la relacién entre el espesor coroideo y la longitud axial del globo
ocular, hasta donde sabemos, no se habia descrito todavia un aumento significativo del factor

H asociado a atrofia coroidea profunda y neovascularizacion.
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Si bien con nuestros datos no podemos concluir si este hallazgo es debido a un efecto causa-
efecto, una consecuencia o un hallazgo casual, los niveles significativamente elevados del factor
H en el grupo de miopia alta (p<0.01) sugieren una posible relacién directa entre ambos
procesos. En cualquier caso, hasta donde sabemos, somos el primer grupo de investigacién que
describe alteraciones de la expresidon del sistema del complemento relacionadas con el
desarrollo y progresion de la miopia alta y el establecimiento de la maculopatia miope, cuyo
descubrimiento puede abrir nuevas dianas terapéuticas orientadas al desarrollo de farmacos

mas eficaces.

1.2 No hay cambios significativos en los niveles del FD del complemento

entre miopes y no miopes.
Como hemos mencionado anteriormente, el éxito del sistema del complemento depende del
control fino de su funcionamiento. Diferencias sutiles en las concentraciones plasmaticas o en
las actividades funcionales de las proteinas regularas, tango inhibidoras (Fl y FH) o estimuladoras
(FD), podrian tener un impacto significativo en la magnitud de la activacién local del
complemento en respuesta a un estimulo determinado y, como consecuencia, dar lugar a la
liberacion local de mediadores proinflamatorios y angiogénicos generando, en ultima instancia,

dafio tisular en la retina y el establecimiento de una enfermedad manifiesta.

Partiendo de la premisa de que una activacidn excesiva del complemento conduce a la liberacién
de productos de escision detectables en la circulacidn, realizamos un andlisis de las
concentraciones presentes en humor acuoso del factor D del complemento, principal activador

de la via alternativa, en una cohorte de pacientes con miopia alta, baja y control.

El factor D, también conocido como adipsina o CFD es un miembro de las serina proteasas que
regula un paso de activacion clave en la via alternativa del complemento. Se expresa
fundamentalmente en los macroéfagos y en el tejido adiposo, manteniéndose en unas
concentraciones plasmaticas muy bajas (1-2 pg/ml). En nuestro estudio no hemos encontrado
diferencias significativas en la concentracion de este factor entre los grupos de miopia alta y
baja, asi como con los grupos control (p>0.05) (Figura 38b). Ademds, tampoco hemos
encontrado una correlacidn significativa entre los niveles de expresion del CFD y la longitud axial

del globo ocular.

El factor del complemento D es un regulador fundamental de la via alternativa y actla en etapas

tempranas de la ruta. Es una enzima limitante de la via y tiene las concentraciones plasmaticas
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mas bajas de todos los factores del complemento (276). Por estas razones, diversos estudios
sobre la DMAE consideraron al CFD como un objetivo terapéutico potencial para el tratamiento
de la atrofia geografica. El lampalizumab, un antifactor D, es un fragmento de unidn al antigeno
Fab de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el CFD e inhibe selectivamente la activacion
mediada por CFD y la amplificacién de la via alternativa del complemento, pero no afecta el
inicio de la via clasica o de las lectinas (276,277). El ensayo clinico en fase 2 MAHALO muestran
que el tratamiento con lampalizumab representa un beneficio potencial en la reduccidn de la
progresion del drea de atrofia geografica. Los resultados también muestran que la modulacién
del sistema del complemento pueden alterar el curso de la atrofia geografica, una hipdtesis que
estd respaldada por los estudios genéticos en los que variantes comunes y raras de los genes de

la via alternativa del complemento aumentan la susceptibilidad a sufrir DMAE (204).

Es decir, que la inhibicién de la via alternativa del complemento producia un beneficio potencial
en la reduccién de la progresion del area atréfica. Esto concuerda con nuestros hallazgos, pues
la funcién principal del FH, cuyos niveles estdn aumentados en los pacientes con miopia alta, es
la de limitar la amplificacion de la cascada del complemento vy, con ello, limitar los efectos
proinflamatorios y proangiogénicos desencadenados por el complemento. Al mismo tiempo, es
interesante resaltar que no hemos encontrado alteraciones de expresidn del FD significativas, lo
cual constituye un aspecto a profundizar en estudios adicionales puesto que el factor D actua

como una enzima esencial para la activacién y amplificacion de la cascada.

2. La progresion de la miopia alta determina la aparicion de cambios
estructurales en el segmento posterior del ojo entre los que destaca

el adelgazamiento coroideo y la reorganizacion escleral.

Al igual que sucede con otros érganos, el crecimiento ocular estad regulado por mecanismos
homeostaticos, siendo la experiencia visual el principal estimulo que regula el crecimiento (94).
En la introduccidn expusimos varios ejemplos de control homeostatico del crecimiento: como el
pez payaso regula su tamafio corporal en funcidn de su estatus social dentro del grupo, el cambio
en el tamafo de las visceras en las serpientes tras una ingesta, etc. En todos estos ejemplos, el
control homeostatico del crecimiento causa cambios dramaticos en el tamafio de los érganos
implicados (103). De igual modo, el ojo responde al desafio notable de enfocar imagenes sobre
su retina mediante el ajuste de su longitud axial y las lentes que lo componen. Cuando la imagen

generada en la retina es borrosa, la retina reconoce el signo del desenfoque vy, en caso de que
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la imagen generada se corresponda con la de un ojo miope, responde a tal desenfoque
disminuyendo la liberacién de dopamina, lo que desencadena un conjunto de sucesos que
determinan que el ojo se alargue axialmente, las fibras de coldageno se reorganicen y la coroides

se vuelva mas delgada (64,117,120,158).

Este conjunto de sucesos explica el adelgazamiento extremo de la coroides encontrado en
nuestro estudio en los pacientes con miopia alta en comparacién con los pacientes con miopia
baja y control (Figura 29) (p<0.01). Ademas, el analisis de correlacién de Spearman entre el
espesor coroideo y la longitud axial del globo ocular demostré que ambas variables mantienen
una correlacidén negativa y alta (R= -0.516, p<0.01), de manera que las longitudes axiales

extremas tipicas de la miopia alta determinan grosores coroideos cada vez menores (Figura 30)

La coroides es el manto vascular que proporciona nutrientes y oxigeno a las células de la retina
de manera que el adelgazamiento de este tejido compromete el funcionamiento normal de la
retina al limitar el acceso de los fotorreceptores al oxigeno. Como consecuencia se generan
situaciones de isquemia en la retina (17). La isquemia retiniana genera un desequilibrio celular
entre oxidantes y antioxidantes a través de la acumulacidn de especies reactivas de oxigeno, los
cuales son un importante mecanismo de citotoxicidad. Diferentes estudios in vitro han
demostrado que la generacidn de ROS bajo condiciones hipdxico-isquémicas en neuronas se
produce bajo tres fuentes principales: a partir de mitocondrias, que generan una explosién
inicial de ROS; en respuesta a privacion de oxigeno y glucosa, en un segundo evento clave de
generacion de ROS mediante la activacion de la xantina oxidasa (XO); una tercera fuente
dependiente de Ca?, la cual puede ser apreciada tras el periodo de privaciéon de oxigeno y
glucosa, probablemente causada por la activacion dependiente de calcio de la NADPH oxidasa

(278).

3. El estiramiento axial del globo ocular caracteristico de la miopia alta
mantiene una estrecha relacién con la alteracion de la expresion de

HGF y factores crecimiento involucrados en el crecimiento ocular.

Para que el ojo con miopia alta pueda continuar su elongacion ininterrumpida del eje axial,

ademas del adelgazamiento coroideo progresivo es preciso el debilitamiento estructural de la

114



esclera (279,280). La esclera estd compuesta por una sola capa de tejido conectivo con una
poblacién heterogénea de fibroblastos y miofibroblastos. Los fibroblastos secretan coldgeno de
tipo I, componente principal de las fibras de la esclera. Todos los modelos de miopia
desarrollados hasta la fecha muestran una regulacién a la baja de la sintesis de coldgeno de tipo
| junto con un aumento de su degradacion en un proceso controlado por las metaloproteinasas
y los inhibidores tisulares de la metaloproteinasas (MMPs y TIMPs) y el factor de crecimiento

beta transformante (TGF-B) (273,279-281).

El TGF- B es una citocina multifuncional, siendo el TGF- B2 la forma predominante en los tejidos
oculares (282,283). Los estudios recientes desarrollados por Jobling y sus colaboradores
muestran que la expresién de TGF- B se reduce en la esclera de los ojos con miopia, mientras
gue sus niveles en retina permanecen inalterados. Ademas, los cambios en los niveles de TGF- B
son responsables de la reduccién de la sintesis de colageno, lo que sugiere que esta citocina
juega un papel central en el control de la estructura escleral durante el desarrollo y progresion
de la miopia. Ademas también desempefia una labor decisiva como potente proangiogénico al
estimular la sintesis de VEGF-A por parte del epitelio pigmentario de la retina (153,284). Por su
parte, las evidencias sobre las proteinasas involucradas en la regulacidon de la sintesis y
degradacion de las fibras de coldgeno indican que los niveles de MMPs se incrementan en los

ojos con miopia alta, mientras que la expresion de los TIMPs se reducen (285,286).

Sobre estas proteinasas y sobre el factor de crecimiento beta transformante (TGF- B) actua el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el cual modula el comportamiento de ambas
enzimas sobre las fibras de coldgeno esclerales, jugando un papel clave en la remodelacion
escleral, la elongacién axial del globo ocular y el desarrollo de la maculopatia miope (287-291).
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es una citocina multifuncional importante para la
proliferacidn celular. Sus receptores se expresan de manera ubicua en el ojo y juegan un papel
critico en muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Ademads de su papel regulador de las
metaloproteinasas y TGF, HGF también puede inducir la expresion de ZENK (64,113,292), el cual
estudios recientes lo asocian con el control del crecimiento ocular (113). Por lo tanto, todas las
hipdtesis sugieren que HGF puede ser un posible candidato de susceptibilidad para la miopia

alta (293).

Nuestros hallazgos demuestran una expresion significativamente elevada de HGF en pacientes
con miopia alta respecto a los pacientes con miopia baja y control (Figura 54a). Ademds, cuando
analizamos la relacidon que dichos niveles de HGF mantenian con la elongacidn axial del globo

ocular, observamos que ambas variables mantenian una correlacién estrecha y alta (R= 0.349,
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p<0.001, n=75) (Figura 36) (281). Asi mismo, al estudiar la evolucion de las diferentes
concentraciones de HGF en funcién del grado de maculopatia desarrollado por los pacientes del
estudio observamos que la concentracidon de HGF era mayor en aquellos ojos que desarrollaban
estafiloma posterior, estrias de laca y neovascularizacidn (p<0.01), lo que sugiere que este factor
de crecimiento juega un papel clave en el desarrollo y progresion de la maculopatia miope
mediante la regulacién de las metaloproteinasas y su accién sobre las fibras de coldgeno de la

esclera, siendo una potencial diana terapéutica para estas patologias.

HGF desempeiia un
papel clave en la
reorganizacion
escleral necesaria
para el crecimiento
ocular

DEBILUTAMIENTO

Figura 41: esquema general de los factores de crecimiento y proteinasas involucrados en el reorganizacion
escleral.

En el proceso global de debilitamiento coroideo y escleral participan otras sefiales moleculares
como el acido retinoico, la acetilcolina, la dopamina retiniana, ZENK, etc. (105,280,294). Sin
embargo, a pesar de la importancia de este proceso y de los numerosos modelos realizados
hasta la fecha, el conjunto de sefiales originadas en la retina y que viajan posteriormente hacia
la coroides y la esclera para favorecer el debilitamiento estructural de ambos tejidos

permanecen todavia desconocidos.
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Podemos concluir que el adelgazamiento coroideo profundo y la reorganizacidn de las fibras de
colageno en la esclera constituyen los dos cambios estructurales fundamentales y caracteristicos
de la miopia alta. Estos cambios anatémicos condicionan la aparicién de un contexto molecular
diferente, con situaciones de isquemia y estrés oxidativo/nitrosativo, la desregulacion del
sistema del complemento con niveles significativamente elevados del FH del complemento, asi
como incrementos en los factores de crecimiento relacionados con la reorganizacién estructural
de la esclera (HGF y TGF-B). Ademas, la degeneracidon coroidea compromete el aporte de
oxigeno y nutrientes al tercio avascular de la retina, generando la expresiéon de factores

inducidos por hipoxia como el HIF-1a y toda la ruta proangiogénica regulada por él.

4. La situacion de hipoxia generada como consecuencia del
alargamiento posterior del ojo mantiene una estrecha relaciéon con
el brote anédmalo de nuevos vasos y un mayor riesgo de

degeneracion macular.

La oxigenacion de los tejidos en general y la hipoxia en particular son importantes reguladores
de la fisiologia retiniana (295). La reduccién de la tensién de oxigeno y la expresién de factores
de transcripcién inducibles por hipoxia, junto con algunos de los genes diana de estos factores,
estan involucrados de manera critica en el desarrollo retiniano, especialmente en la generacion
de una vasculatura normal. La hipoxia es, por tanto, vital para que el ojo en desarrollo establezca
la funcidn y visidn retiniana adecuadas. Sin embargo, cuando la hipoxia es inadecuada, la baja
tensién de oxigeno puede estar asociada al desarrollo de patologias retinianas como la
retinopatia del prematuro, retinopatia diabética, glaucoma, degeneracién macular asociada a la
edad, atrofia retiniana, neovascularizacion, etc. En los casos patoldgicos, la baja tensién de
oxigeno activa la respuesta inducida por hipoxia que culmina en una mayor expresiéon de
factores de crecimiento proangiogénicos tales como el VEGF, angiopoyetina, EPO, IGF1, PGF,
PDGF, SDF, HGF, FGF, CTGF, TGF, TSP-1 (295-297). Por ello, podemos decir que la hipoxia juega
un papel dual en la fisiologia ocular: por un lado, es necesaria para el establecimiento de la
funcién retiniana, mientras que, por el otro, se encuentra en la base de numerosas patologias

vasculares de la retina.

A lo largo de este trabajo hemos demostrado que en los ojos con miopia alta se produce una
elongacion axial del globo ocular y, como consecuencia de dicha traccidn mecanica, un

adelgazamiento coroideo profundo. La degeneracion coroidea compromete el suministro de
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oxigeno y nutrientes a las regiones exteriores de la retina. Ante tal situacidn, se desencadenan
una serie de respuestas homeostaticas destinadas a aumentar la entrega de oxigeno y activar
las vias metabdlicas alternativas que no requieren de él para la generacidn de energia (18,298).
En estas respuestas estan involucrados los productos génicos inducibles por hipoxia tales como
el factor inducible por hipoxia HIF-1a (168). Ademas, estudios genéticos de secuenciacién de
ADN han mostrado que el nimero de genes diana de HIF es superior a 800y, entre ellos, 45 son
genes de susceptibilidad a miopia, lo que sugiere que la cascada iniciada por HIF resulta
importante en el desarrollo de la miopia(299—-301). Sin embargo hasta la fecha no se habia
realizado mediciones de estos factores a partir de muestras de humor acuoso y su andlisis

posterior en funcién del grado de maculopatia desarrollado por el paciente (173).

Nuestros resultados muestran una reduccién significativa en los niveles de expresién de HIF-1a
y de VEGF en aquellos pacientes con miopia alta y, mas concretamente, en los casos que
padecen atrofia macular, con una correlaciéon positiva y alta en la expresion de ambos
pardmetros (p<0.01). La familia VEGF estd formada por cinco homdlogos (VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E). El primer miembro de esta familia es el principal contribuyente de la
angiogénesis activando las células endoteliales quiescentes que promueven la permeabilidad

vascular a través de su union a VEGFR-1.

La angiogénesis es un proceso complejo que implica una serie de etapas coordinadas por
estimulos diferentes desencadenados como respuesta a los niveles de oxigeno circundantes, los
cuales determinan la expresion de HIF, VEGF, FGF, TGF, angiopoyetina, EPO, IGF1, PGF, PDGF,
SDF, HGF, CTGF, TSP-1. Cuando estos estimulos llegan al vaso sanguineo, las uniones entre las
células endoteliales se relajan localmente y permiten que se produzca el brote de nuevas
ramificaciones a partir del vaso existente. La célula sometida a mayores niveles de VEGF sera
seleccionada como célula de punta, dirigiendo el crecimiento del vaso en formacion (18).
Finalmente, el plexo vascular generado durante la angiogénesis se estabiliza mediante el
reclutamiento de PDGF-B, lo cual estimula la proliferacién de células del musculo liso e induce
la transformacion de células murales en mesenquimatosas. Nuestros resultados, por tanto,
concuerdan con la hipdtesis de que los niveles esperados de VEGF estan alterados en el grupo
de miopia alta, al mismo tiempo que hay un aumento de la expresién de PDGF-B, pues este
factor es necesario para la estabilizacién de los nuevos vasos en formacion durante el proceso
de neovascularizacion tipico de la maculopatia miope (147,299,302). Los niveles mas bajos de
VEGF y otras moléculas vasoactivas como IL-6 pueden deberse también a la dilucién por un

mayor aumento del volumen intraocular puesto que el analisis de correlacién de Spearman
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entre ambas moléculas y la longitud axial del globo ocular mostré una correlacidon negativa y

alta (p<0.01).

El tratamiento intravitreo con anti-VEGF (Pegaptanib, Ranibizumab, Bevacizumab y Aflibercept)
constituye el tratamiento estandar en las enfermedades de la retina de tipo vascular, como la
miopia patoldgica, la oclusién de la vena retiniana, la DMAE, etc. (136,137,225,303-305).
Ademas, se estan realizando investigaciones para dilucidar el papel de PDGF en la angiogénesis
retiniana, puesto que la progresidn de la maculopatia miope, de acuerdo a nuestros resultados,
reduce los niveles de VEGF y aumenta los de PDGF lo que sugiere que la inhibicién conjunta de
VEGF y PDGF puede suponer una mejora sustancial en los tratamientos actuales ya que muchos
de los pacientes tratados con inyecciones anti-VEGF obtienen resultados subdptimos porque el
proceso de degeneracién vascular estda sometido al control de numerosos factores
proangiogénicos y no solo de VEGF (138,140,306). De manera similar a PDGF, la inhibicion
conjunta con IGF-1 puede frenar el desarrollo de nuevos vasos, puesto que es necesaria la
presencia de IGF para la activacidon de VEGF en las células endoteliales (307). Por todo ello y
dado que el HIF es el inicio de la ruta inducida por hipoxia, el HIF supone una diana terapéutica
potencial pues, ademas de regular la expresién de VEGF, regula también otros factores de
crecimiento vasoactivos involucrados en el proceso tales como el PDGF, SDF-1, angiopoyetina,

etc.

HIF1 es un factor heterodimérico, compuesto por dos subunidades (HIF-1a y HIF-1B). Bajo
condiciones normoxicas, los residuos de prolina de la subunidad HIF-1a estan ubiquitinados y
son degradados via proteasoma, teniendo una vida media muy corta. Sin embargo, bajo
condiciones hipdxicas, como sucede en un ojo alto miope, ambas subunidades dimerizan en el
interior del nucleo celular y se unen a los elementos de respuesta a hipoxia. Entre los genes
diana del heterodimero de HIF-1 destacan: el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
PDGF-B, la transferrina y la dxido nitrico sintasa inducible (iNOS), los transportadores de glucosa
GLUT-1y GLUT-3, asi como enzimas relacionadas con el metabolismo anaerdbico y la generacion
de ATP de manera independiente de oxigeno, la angiogénesis y la inflamacion (Figura 13)
(164,172,174,278,308). Por todo ello, la reduccion de los niveles de HIF reportada en los
pacientes de nuestro estudio coincide con los resultados de estudios previos en modelos
animales en los que la miopia causé una regulacidn al alza de HIF en la esclerdtica, donde
participa de la reorganizacion de las fibras de coldgeno mediante la transdiferenciacién de
fibroblastos en miofibroblastos (160,309), mientras que es regulado a la baja en la retina y la

coroides.
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Recientemente se ha probado el empleo de digoxina para el bloqueo de la neovascularizacion,
la cual bloquea la activacidon transcripcional de HIF-1 vy, a su vez, todos los productos génicos
regulados por hipoxia (SDF, PDGF, VEGF, etc.) (136,140,309). Asi mismo, también se estd
investigando la aplicacion de otros agentes como la doxorrubicina y la daunorubicina, los cudles
actuan como potentes inhibidores de HIF, bloqueando la unidn de HIF al ADN y suprimiendo la
neovascularizacién ocular, lo que demuestra la participacidn directa de HIF en el proceso general

(17,299).

Por otro lado, en dos estudios recientes, nuestro grupo ha evidenciado una desregulacion del
complemento asociada a la progresidn de la miopia alta. En este sentido, cabe destacar el papel
VEGF desempefia en la regulacion de las proteinas del complemento y, en consecuencia, su
proteccion contra el dafio potencial y la inflamacidn aberrante causada por la amplificacion de
la cascada (302). Las alteraciones degenerativas del EPR y la coroides tipicas de la miopia alta
pueden conducir al descenso y agotamiento de VEGF incrementando las acciones

desencadenadas como consecuencia de la activacidn inadecuada del complemento.

La introduccidon de sefiales inflamatorias extrafias o enddgenas en la retina provoca respuestas
inmunes innatas. Las células inflamatorias de la retina, la microglia retiniana, reside cerca de los
vasos sanguineos de la retina. Diversos estudios evidencian que la migracion subretiniana de la
microglia es necesaria para eliminar subproductos visuales y mantener una visién correcta (310).
El deterioro de la migracidn glial promueve la muerte de las células fotorreceptoras. En la DMAE
se ha descrito la acumulaciéon en el espacio subretiniano de la microglia, lo cual constituye un
sintoma de dafio inflamatorio, el cual exacerba la degeneracién retiniana. Ademas, la infiltracién
de microglia y macréfagos en lugares de lesion retiniana también promueve el crecimiento de
lesiones neovasculares (173) ya que los macréfagos, junto con las células del EPR, son una
importante fuente de factores proangiogénicos (311). Los macréfagos normalmente no estan
en la retina, sino que residen en la coroides. En casos de ruptura de la continuidad del EPR
migran desde la coroides hacia la retina donde modulan la enfermedad, lo que sugiere que las
células inmunes tienen un doble papel en la prevencién y promocion de enfermedades en la
retina (173). En este sentido, a pesar de que el sistema inmune retiniano es crucial para la
homeostasis visual, hemos aportado evidencias de una hiperactivacion de procesos inmunes

especificos en la patogenia de la miopia alta.

Anteriormente describimos un aumento de la expresion del FH del complemento en los
pacientes con miopia alta y, mas concretamente, con aquellos que desarrollaron estafiloma

posterior, estrias de laca y neovascularizacion. Estudios recientes han relacionado alteraciones
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de este factor en la DMAE asociadas a individuos con un fenotipo “hiperinflamatorio del
complemento”, en el que el complemento reacciona de forma exagerada al dafio celulary a los
desechos en la retina (312—314). Asi, ademas de variantes de CFH se han mostrado hallazgos
para otros miembros de la via alternativa del complemento, incluidos los componentes

activadores C3 y el factor B.

La activacién inadecuada del complemento conduce, en Ultima instancia, a la activacion del
inflamosoma (173), que culmina en la expresion de citocinas proinflamatorias. En un estudio
reciente se ha identificado un activador poroso del inflamosoma presente en pacientes con
atrofia geografica, con niveles aumentados de IL-18 y NLRP3 en las células del epitelio
pigmentario de la retina de estos pacientes (315). En nuestro estudio no hemos encontrado
cambios significativos en la expresion de las interleucinas IL-6 e IL-17 ni correlaciones entre estas
y la longitud axial del globo ocular. La baja sefial encontrada puede deberse a la dificultad de
difusién desde la retina hacia la cdmara anterior, desde donde extraemos el humor acuoso, por
lo que se precisa de comprobaciones adicionales que aporten mas luz acerca de la expresion del

inflamosoma en pacientes con maculopatia miope.

En cualquier caso, el descubrimiento de alteraciones del sistema del complemento asociados al
desarrollo de la maculopatia miope y la estrecha vinculacién entre la hipoxia generada como
consecuencia del estiramiento axial del ojo abren la posibilidad de nuevas terapias que frenen
o impidan el brote anédmalo de nuevos vasos en el tercio posterior del globo, permitiendo de

este modo el tratamiento de las vasculopatias retinianas que actualmente carecen de él.
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Figura 206: vision integrada del proceso de degeneracion retiniana y macular subyacente a la
maculopatia miope.

Entre las limitaciones del estudio, que necesitaria comprobaciones adicionales y aumentar el
tamafio muestral a fin de maximizar la potencia estadistica de los resultados, esta también que
las determinaciones se han realizado en una poblacidon mayor que, ademas, padece cataratas si
bien de un grado homogéneo. Para poder utilizar los marcadores encontrados deberiamos
estudiar su presencia en edades anteriores a la aparicién de la patologia, asi como determinar

cuando se producen en la evolucién de la enfermedad.

Por otro lado, en nuestro articulo describimos un aumento en los niveles de FH en pacientes con
miopia alta respecto a pacientes con miopia baja y control. De manera similar, también
describimos un aumento en la concentracion de este factor del complemento en aquellos
pacientes con estafiloma posterior, estrias de laca y neovascularizacion frente a aquellos
pacientes cuyo ojo tiene un aspecto normal. Sin embargo, la explicacidon a estos resultados
plantea dos posibles escenarios: que el factor H sea un mecanismo de defensa “in extremis” en
los que los tejidos oculares productores de FH incrementan su produccion para tratar de limitar
la accidn del complemento y asi impedir la amplificacién de la cascada y el conjunto de procesos
inflamatorios y angiogénicos posteriores. El segundo escenario posible es que la situacién de

estrés oxidativo/nitrosativo tipica de la miopia alta genere un cambio de funcién en el FH
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mediante la nitracién de la tirosina en el FH. La forma reducida del CFH tiene un papel protector,
mientras que su forma oxidada tiene un papel patolégico como activador de la via alternativa
(271). Por lo tanto, es preciso la realizacion de nuevos estudios que permitan clarificar ambos

escenarios y posibiliten una explicacion global e integradora del proceso en su conjunto.

En cuanto al estudio de los factores de crecimiento e interleucinas reguladas por hipoxia
describimos una estrecha correlacion entre los valores de expresion de HIF y VEGF encontrados
en humor acuoso de pacientes sometidos a cirugia de cataratas. De manera similar a lo
mencionado en el estudio de los factores del complemento, el estudio precisa de
comprobaciones adicionales y de un aumento de la poblacidn de estudio a fin de maximizar la
potencia estadistica de los resultados, asi como de la realizacidn de un estudio de difusion que
permita trasladar las concentraciones medidas en humor acuoso a las concentraciones tedricas

esperables en retina y resto de tejidos productores.
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CONCLUSIONES.



La miopia alta mantiene una estrecha relacidn con las alteraciones de la via alternativa
del complemento. A medida que progresa la maculopatia miope, se observa un
aumento significativo de la expresion del Factor H del complemento, lo que parece
mantener una relacion causal directa entre ambos procesos.

Los cambios estructurales tipicos de la miopia alta mantienen una estrecha relacién con
el incremento de la expresién de HGF en humor acuoso y posiblemente en otros tejidos
oculares. El HGF podria participar, ademas, en el proceso de reorganizacién escleral
caracteristico de la miopia alta, lo que sugiere la importancia central de este factor de
crecimiento en la progresién de la maculopatia miope.

El estiramiento axial del ojo podrian generar una situacion de hipoxia en los tejidos
posteriores, alterando la expresion de HIF, el cual regula, a su vez, la cascada
proangiogénica posterior. Estos eventos podrian contribuir, en Ultima instancia, el brote
andmalo de nuevos vasos y al establecimiento y progresion de la miopia alta.
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