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ABSTRACT 
 
Il glaucoma è una patologia neurodegenerativa sostenuta dalla morte per 

apoptosi delle CGR. Rappresenta la principale causa di cecità irreversibile al 

mondo. Non sono ancora stati compresi a fondo tutti i meccanismi che causano 

la degenerazione neuronale nel glaucoma (tanto che sussistono delle forme di 

glaucoma a PIO normale). Un ruolo importante nel meccanismo patogenetico 

glaucomatoso viene riconosciuto oggi ad una condizione di infiammazione 

cronica a livello retinico determinata da alterazioni dei livelli di PIO.  

Lo scopo del presente progetto di dottorato è stato un approccio 

multidisciplinare al glaucoma, di tipo clinico e biochimico-molecolare. In primo 

luogo, è stato implementato un prototipo di perimetro (Compass, Centervue, 

Padova, Italia), attuando dapprima un database normativo di soggetti sani al 

fine di integrare le caratteristiche demografiche per il test perimetrico 30-2. 

Successivamente, è stata valutata l’affidabilità test-retest dell’apparecchio, 

eseguendo il campo visivo “New Grid” per sei volte consecutive in un gruppo 

di pazienti clusterizzati secondo l’MD, ottenendo una bassa variabilità intra-

test. È stato altresì calcolato l’agreement tra tre diversi revisori, i quali hanno 

esaminato indipendentemente le perimetrie e le foto fundus Compass, 

stabilendo un peggioramento o meno della patologia glaucomatosa, nonché la 

concordanza tra l’analisi da remoto dei campi visivi e immagini Compass, e la 

visita clinica standard dei pazienti affetti da glaucoma. I risultati hanno messo 

in evidenza un’ottima concordanza tra i Reviewers e tra gli esami da remoto e 

la visita clinica. Ai fini di stabilire la precisione punto per punto del perimetro, è 

stata eseguita un’analisi del Compass 10-2 in pazienti affetti da atrofia 

geografica, trovando una corrispondenza punto per punto della perimetria con 

l’immagine retinica sottostante. In ultimo, è stata effettuata un’analisi 

dell’osmolarità lacrimale e di tutti i parametri clinici del film lacrimale in pazienti 

affetti da glaucoma asimmetrico. 
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Per quanto riguarda l’indagine biochimico-molecolare, è stata effettuata una 

analisi preliminare nell’umore acqueo della proteina di gap-junction 

Connessina 43 in un piccolo gruppo di soggetti sani e glaucomatosi, che ha 

posto in evidenza un aumento quasi doppio della dell’espressione della 

molecola nei soggetti glaucomatosi, anche se la ridotta numerosità del 

campione non ha prodotto un risultato statisticamente significativo.  

È stato inoltre utilizzato in questo progetto di dottorato un metodo innovativo di 

analisi: la metabolomica, ramo scientifico che si occupa di analizzare i 

metaboliti <1,5 kDa che derivano da specifici processi chimici cellulari in 

campioni biologici umani. Utilizzando la Spettroscopia di Risonanza Magnetica 

Nucleare 1H, sono stati analizzati campioni di vitreo di pazienti sottoposti a 

vitrectomia, identificando un aumento di acetone e metanolo negli occhi 

glaucomatosi.  

  



 7 

ABSTRACT 

Glaucoma is a neurodegenerative disease caused by ganglion cells 

death by apoptosis. It represents the leading cause of irreversible 

blindness in the world. Although the mechanisms triggering the neuronal 

degeneration in glaucoma have not yet been fully understood, a chronic 

inflammatory condition at the retinal level, sustained by abnormal IOP, 

is considered today a main factor in glaucoma pathogenesis. 
The aim of this PhD project was a multidisciplinary approach to 

glaucoma investigation, both clinical and bio-molecular.  
Firstly, a prototype of visual field analyzer (Compass, Centervue, Padua, 

Italy) was implemented, primarily by developing a demographic 

database of healthy subjects for 30-2 perimetric test. 
Subsequently, the test-retest reliability of the device was assessed by 

performing the "New Grid" visual field six straight times in a group of 

patients clustered according to the MD, resulting in a good inter-test 

reliability. The agreement between three different reviewers was also 

calculated: they independently examined Compass visual fields and the 

fundus photos, establishing whether or not the glaucomatous pathology 

worsened, as well as the agreement between the remote analysis and 

the standard clinical visit of glaucoma patients. The results highlighted 

an excellent agreement among the Reviewers and between remote 

analysis and the clinical examination.  
In order to establish the Compass’ point-by-point accuracy, a 10-2 visual 

field was performed in patients affected by geographic atrophy, finding 

an accurate correspondence of the perimetric scores with the underlying 

retinal image. 
Ultimately, the osmometry and all the clinical parameters of the tear film 

were analyzed in patients suffering from asymmetric glaucoma.  
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Afterwards, for the biochemical and molecular approach, the analysis of 

gap-junction protein connexin 43 in the aqueous humor of affected and 

unaffected glaucoma patients was performed: a nearly double 

expression of the protein was found in glaucomatous subjects, even if 

there were no statistically significant differences, probably due to the 

small number of samples.   
An innovative method of biochemical analysis was introduced in this 

doctorate thesis: the metabolomics, a scientific branch that deals with 

the analysis of <1.5 kDa metabolites deriving from specific cellular 

processes in human samples. Vitreous samples of patients operated by 

vitrectomy were analyzed by 1H-NMR Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy, and an increase in acetone and methanol was observed 

in glaucomatous eyes. 
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ABBREVIAZIONI: 

CGR: cellule ganglionari retiniche 

PIO: pressione intraoculare 

GPAA: glaucoma ad angolo aperto 

GAC: glaucoma ad angolo chiuso 

NO: nervo ottico 

RNR: rima nervosa retinica 

FNR: fibre nervose retiniche 

OCT: tomografia a coerenza ottica 

SD-OCT: Spectral Domain OCT 

RNFL: retinal nerve fiber layer  

BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor 

CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor  

ERKs: Extracellular Signal Regulated Protein Kinases  

MAPK: Mitogen-activated Protein Kinase 
 

AP-1: Fattore di Trascrizione Attivatore della Proteina-1 
 
NF-κB: Nuclear Factor-Κb 
 
Bad: BCL-2 associated agonist of cell death 

 

ATP: Adenosina Trifosfato 

 
MLK3: Mixed-Lineage Protein Kinase 3 

Cx: Connessine 
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EGF: Epithelial Growth Factor  

NMR : spettroscopia di risonanza magnetica nucleare  

LC-MS: spettrometria di massa 

GC : gascromatografia 

HPLC: cromatografia liquida ad alte prestazioni 

PCA: Principal Component Analysis  

SLO: Scanning Laser Ophthalmoscopy 

SAP: Standard Automated Perimetry  

IR: infrarosso 

LAN: Local Area Network  

ZEST: zippy estimation of sequential thresholds  
 
FP: false positive 
 
BS: blind spot  

MD: Mean Defect  

HFA: Humphrey field analyzer  

PSD: Pattern Standard Deviation 

GHT: Glaucoma Hemifield Test 

FN: false negative 

DS: Deviazione Standard 

CR: coefficiente di riproducibilità 

AG: atrofia geografica  

DMS: degenerazione maculare senile 
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AF: autofluorescenza 

HRA: Heidelberg Retinal Angiograph  

SRP: sensibilità retinica perimetrica 

SG: scala di grigi  

CMP: Compass 

BCVA: best corrected visual acuity  

SO: superficie oculare   

IDEEL:  Impact of Dry Eye on Everyday Life  
 
OSDI: Ocular Surface Disease Index 

tBUT: Tear break Time Test  

DED: dry eye disease 

dB: Decibel 

B/W: black e white 

Med Eyes: Medical Eyes 

Trab Eyes: Trabeculectomy Eyes  

Best Eyes: occhi migliori 

IOL: intraocular lens  

GJA1: Gap Junction Protein Alpha 1 

DO: densità ottica 

SITA: Swedish Interactive Thresholding Algorithm 
 
pCx43: Connessina 43 fosforilata 

GJ: Gap Junctions 
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PX1: Pannessina-1 

ERK1/2: Extracellular signal-regulated kinase 1/2 

MMP-2: Metallo-proteinasi della Matrice 3 

MMP-2: Metallo-proteinasi della Matrice 2 

ZO-1: Zonula Occludens-1 

JCT: Tessuto iuxta-canalicolare 

FGF-2: Basic fibroblast growth factor 2 

FGF-1: Acidic fibroblast growth factor 1 

BAK: Benzalkonium Chloride 

FID: free induction decay 

ROS: specie reattive dell’ossigeno 

ADH1b: Alcol deidrogenasi 1 b 

ALDH2: Aldeide Deidrogenasi 2 

FDH: Formato Deidrogenasi 
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INTRODUZIONE 

 

Il glaucoma è una neuropatia ottica cronica caratterizzata da una progressiva 

degenerazione delle CGR e degli assoni[1]. Durante l’embriogenesi, la 

vescicola ottica si forma a partire dall’invaginazione della parete 

neuroectodermica del proencefalo ed è collegata al diencefalo tramite il 

peduncolo ottico. Di conseguenza, tali neuroni hanno origine nel sistema 

nervoso centrale e i loro corpi cellulari sono siti nella retina interna. La 

patogenesi del glaucoma prevede l’apoptosi delle CGR; la morte del corpo 

cellulare delle CGR è la causa dell’atrofia assonale e del deficit nel trasporto 

assonale anterogrado e retrogrado[2]. Tale processo degenerativo provoca 

l’aumento dell’escavazione del nervo ottico (NO) – “cupping” (all’esame 

oftalmoscopico è visibile un’escavazione ampia e ripida), difetti irreversibili del 

campo visivo e perdita della vista [3, 4]. Il glaucoma colpisce più di 70 milioni 

di persone in tutto il mondo e circa il 10% presenta cecità bilaterale; pertanto 

esso rappresenta la principale causa di cecità irreversibile sia nei paesi 

occidentali che in quelli in via di sviluppo[5]. Il glaucoma può rimanere 

asintomatico fino ai suoi stadi più gravi, con il risultato che il numero di individui 

malati è effettivamente più elevato di quanti ne siano consapevolmente affetti. 

Gli studi di popolazione suggeriscono che solo una percentuale compresa tra 

il 10% e il 50% è conscia di esserne colpita[6, 7]. La patogenesi del glaucoma 

è stata solo parzialmente compresa finora e prevede che i fattori che 

contribuiscono alla sua progressione siano molteplici, tra i quali età avanzata, 

familiarità per glaucoma, etnia africana, uso di cortisonici sistemici o topici, PIO 

elevata [8, 9]. I glaucomi possono essere classificati in due grandi categorie: 

glaucoma ad angolo aperto (GPAA) e glaucoma ad angolo chiuso (GAC).  

Negli Stati Uniti, oltre l'80% dei casi è rappresentato da GPAA; tuttavia, il GAC 

è responsabile di un numero molto elevato di pazienti con grave perdita della 

vista[4]. Il GPAA può essere subclassificato in primario e secondario, a 
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seconda del meccanismo che causa l'ostruzione del deflusso di umor acqueo. 

Il glaucoma secondario può derivare da traumi, uveiti, tumori, neovasi, facolisi, 

condizioni come la dispersione del pigmento o pseudoesfoliazione, eritrociti in 

camera anteriore, blocco del ciliare, emorragie intraoculari, sindrome 

endoteliale iridocorneale, o essere facomorfico. Il GPAA può essere altresì 

classificato in glaucoma congenito o associato ad anomale dello sviluppo 

(Sindrome di Rieger, anomalia di Peter, aniridia, ectopia lentis, Sindrome di 

Sturge-Weber, nanoftalmo, microcornea congenita etc.). Tali fattori causano 

l’aumento della PIO e conducono a danno glaucomatoso del NO.  

Epidemiologia 

La prevalenza del GPAA (4.20%) è altissima in Africa, mentre la prevalenza 

del GAC molto elevata in Asia (1.09%). La prevalenza del glaucoma nell’etnia 

Caucasica è stata stimata del 2.45% (tra l’1% e l’1,5% tra i 40 e i 65 anni, a tra 

il 2% e il 7% oltre i 65 anni [10, 11].  

Genetica  

Diversi geni sono implicati nel glaucoma, tra cui il gene codificante la miocilina 

(MYOC, GLC1A), [12, 13] optineurina (OPTN), [14] e il dominio di ripetizione 

WD 36 [15], associati a tratto monogenico, autosomico dominante; tuttavia, 

questi geni rappresentano meno del 10% di tutti i casi di glaucoma[13]. Il primo 

locus identificato per il GPAA è situato sul cromosoma 1. Il gene rilevante è 

MYOC, sito nel locus GLC1A, e codifica per la proteina miocilina. Le mutazioni 

del gene della miocilina sono generalmente implicate nelle forme di GPAA 

giovanile o ad insorgenza in giovane età, e sono solitamente caratterizzate da 

livelli molto elevati di PIO. Nella popolazione adulta affetta da GPAA, la 

prevalenza delle mutazioni della miocilina varia dal 3% al 5%[16]. I portatori di 

mutazioni associate alla malattia sviluppano il fenotipo del glaucoma in circa il 

90% dei casi[17]. Il ruolo della miocilina nell’insorgenza del glaucoma non è 
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stato completamente chiarito.: è stato speculato che la proteina mutata 

interferisca con il metabolismo proteico oculare e con il traffico di proteine, 

provocando un accumulo intracellulare di proteine mal ripiegate e una 

conseguente ipertensione oculare[15]. A differenza degli individui con 

mutazioni a carico del gene MYOC, quelli con alterazioni del gene OPTN 

(codificante per l’optineurina) hanno livelli normali di PIO. [13] Sebbene il 

meccanismo che vede le varianti del gene OPTN implicate nel glaucoma non 

sia stato chiarito, ci sono prove che suggeriscono che l’optineurina possa avere 

un ruolo neuroprotettivo riducendo la suscettibilità delle CGR agli stimoli 

apoptotici. Un numero crescente di studi ha utilizzato scansioni dell'intero 

genoma per cercare loci di suscettibilità al glaucoma. Il locus CAV1 / CAV2 su 

7q34 può essere associato al GPAA nelle popolazioni di derivazione europea. 

Questo risultato è stato replicato da studi indipendenti [15]. Tali geni codificano 

per proteine (caveoline) coinvolte nella generazione e nella funzione delle 

caveole, vale a dire invaginazioni della membrana cellulare coinvolta nella 

segnalazione cellulare e nell'endocitosi. Il locus CDKN2BAS su 9p21 ha 

dimostrato di essere correlato al rischio di glaucoma in più coorti.[18] Il 

meccanismo con cui questi geni potrebbero contribuire al GPAA non è chiaro: 

è stato ipotizzato che possano interagire con il fattore di crescita trasformante 

β, una molecola che regola la crescita e la sopravvivenza delle cellule in tutto 

il corpo. 

L’aumento della PIO è responsabile del danno della lamina cribrosa del NO e 

delle strutture adiacenti[19]. La sclera è perforata a livello della lamina cribrosa 

per consentire il passaggio dei vasi e delle terminazioni nervose. L’aumento 

della PIO induce stress mediante ischemia, compressione, deformazione, e 

rimodellamento della lamina cribrosa con conseguente danno meccanico e 

morte assonale[20]. Tale meccanismo induce un blocco del trasporto assonale 

anterogrado e retrogrado verso il nucleo genicolato laterale. Studi autoptici 

hanno evidenziato che il substrato istologico di tale alterazione é costituto da 



 16 

accumulo di vescicole e disorganizzazione di microtubuli e neurofilamenti nelle 

regioni prelaminari e postlaminari[19]. Alti livelli di PIO sono responsabili di 

disfunzione mitocondriale nelle CRG e negli astrociti con conseguente stress 

metabolico[21]. Nel GPAA, l'aumento della PIO non è associato ad altre 

malattie oculari, a differenza del glaucoma secondario, in cui un fattore esterno 

-sia oculare che extra-oculare- influisce sul deflusso dell'umore acqueo. 

L'umore acqueo è prodotto dall'epitelio della pars plicata del corpo ciliare, 

mediante un meccanismo di secrezione attiva e passiva. Un liquido ad alto 

contenuto proteico passa dai capillari fenestrati (ultrafiltrazione) allo stroma dei 

processi ciliari, da cui avviene il trasporto attivo dei soluti attraverso l'epitelio 

ciliare. Il gradiente osmotico così stabilito facilita il flusso passivo dell'acqueo 

nella camera posteriore. La secrezione è soggetta all'influenza del sistema 

nervoso simpatico, con azioni opposte mediate dai recettori beta-2 (aumento 

della secrezione) e dai recettori alfa-2 (diminuzione della secrezione)[22, 23] 

Anche l'azione enzimatica è fondamentale: l'anidrasi carbonica gioca un ruolo 

chiave.  

Drenaggio dell’umore acqueo 

La PIO è determinata dall'equilibrio tra la velocità di produzione dell'umor 

acqueo e il suo deflusso: quest'ultimo a sua volta dipende da vari fattori, tra cui 

la resistenza del tessuto trabecolare e il livello di pressione venosa episclerale. 

Anatomia 

 Il trabecolato è una struttura a setaccio, situato in corrispondenza dell’angolo 

irido-corneale attraverso il quale il 90% dell'umore acqueo viene drenato 

all’esterno dell'occhio. Consta di tre componenti: 

- La rete uveale è la porzione più interna, costituita da filamenti ricoperti 

di cellule endoteliali simili a cordoni derivanti dall'iride e dallo stroma del 
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corpo ciliare. Gli spazi inter-trabecolari sono relativamente ampi e 

offrono poca resistenza al passaggio dei liquidi; 

- il tessuto corneo-sclerale si trova all'esterno della rete uveale per 

formare la parte più spessa del trabecolato. È composto da strati di fili 

di tessuto connettivo con cellule simili all'endotelio sovrastante. Gli spazi 

inter-trabecolari sono più piccoli rispetto a quelli della maglia uveale, 

conferendo maggiore resistenza al flusso; 

-  la rete juxta-canalicolare (cribriforme) è la parte esterna del trabecolato 

e collega la parte corneo-sclerale all'endotelio della parete interna del 

canale di Schlemm. È costituito da cellule incorporate in una densa 

matrice extracellulare con spazi intercellulari stretti e offre la maggior 

parte della normale resistenza al deflusso acquoso; 

- il canale di Schlemm è un canale circonferenziale situato all'interno della 

sclera perilimbale. La parete interna è rivestita da cellule endoteliali 

irregolari a forma di fuso contenenti ripiegamenti (vacuoli giganti) che si 

ritiene trasportino la soluzione acquosa attraverso la formazione di pori 

transcellulari. La parete esterna è rivestita da cellule piatte lisce e 

contiene le aperture dei canali collettori, che escono dal canale ad angoli 

obliqui e si collegano direttamente o indirettamente con le vene 

episclerali. I setti dividono comunemente il lume in 2-4 canali. 

 
Fisiologia 
 
L’umor acqueo fluisce dalla camera posteriore a quella anteriore attraverso la 

pupilla. Esistono tre percorsi di drenaggio all’esterno del bulbo oculare. 

• Deflusso trabecolare (90%): l'acqueo fluisce attraverso il trabecolato nel 

canale di Schlemm e, successivamente, nelle vene episclerali. 
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• Drenaggio uveosclerale (10%): l'umor acqueo passa attraverso il corpo ciliare 

nello spazio sopracoroidale e viene drenato dalla circolazione venosa da corpo 

ciliare, coroide e sclera. 

• Iride: il drenaggio dell’umor acqueo avviene attraverso l’iride. 

 

Caratteristiche cliniche del glaucoma 

Rima neuroretinica 

La rima neuroretinica (RNR) è il tessuto rosa-arancio sito tra il bordo esterno e 

il margine del disco ottico. Nei dischi di dimensioni normali, il bordo 

neuroretinico è tipicamente più sottile nelle posizioni a ore 12 e 6 e solitamente 

si allarga anzitutto nel settore infero-temporale (83% di occhi), seguito da 

quello supero-temporale, da quello nasale, per poi proseguire nei settori 

temporali (regola "ISNT"). Questa regola ha un'elevata sensibilità per il 

glaucoma ma non è molto specifica, vale a dire che gli occhi senza glaucoma 

spesso rispettano tale regola[24] . (Figura 1) 

Cup/disc (C/D) ratio  

Il rapporto C/D indica il rapporto tra il diametro del disco ottico e l’escavazione 

dello stesso, espresso come frazione; generalmente è utilizzato il diametro  

verticale sebbene ci possa avvalere anche del rapporto orizzontale. I dischi 

ottici di piccolo diametro hanno C/D piccoli e viceversa; solo il 2% della 

popolazione ha un rapporto C/D maggiore di 0,7 (Figura 1).  L’'asimmetria >0,2 

tra i due occhi dovrebbe essere valutata attentamente [25]. 
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Figura 1 . Stereo-fotografia eseguita con Compass (Centervue, Padova), che mette in evidenza 

l’aumento del C/D in un soggetto glaucomatoso. 

 

Il C/D patologico è causato da una diminuzione irreversibile del numero di fibre 

nervose retiniche (FNR), cellule gliali e vasi sanguigni. Un documentato 

aumento del C/D è sempre indicativo di glaucoma. Se un occhio con un disco 

ottico piccolo e un’escavazione corrispondentemente piccola sviluppa 

glaucoma, si assisterà ad un aumento di dimensioni dell’escavazione nel 

tempo; tuttavia, anche in presenza di danni sostanziali, l’escavazione in tali NO 

può essere più piccola rispetto a un’escavazione fisiologica grande. I dischi 

ottici più grandi e più piccoli sono più difficili da interpretare: ad esempio, nei 

piccoli NO i cambiamenti associati al glaucoma potrebbero non provocare 

escavazione, bensì un appiattimento della superficie del disco; in NO grandi il 

bordo è relativamente stretto anche in condizioni fisiologiche e può essere 

potenzialmente interpretato erroneamente come glaucomatoso. I dischi 

inclinati (“tilted disk”)  sono più comuni negli occhi miopi e mostrano un bordo 

più ampio e leggermente inclinato verso l'interno. I NO negli occhi molto miopi 

sono ancora più difficili da interpretare. 
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Dimensioni del disco ottico 

Le dimensioni del NO sono importanti al fine di stabilire se un rapporto C/D sia 

normale; rappresentano, inoltre, un importante indicatore prognostico. Si 

ritiene che i dischi di grandi dimensioni abbiano maggiori probabilità di subire 

danni, in particolare in un glaucoma a pressione normale. Il diametro maggiore 

conferisce una debolezza meccanica e quindi una maggiore vulnerabilità allo 

spostamento della lamina cribrosa indotto dalla PIO; la lamina cribrosa è più 

sottile negli occhi con glaucoma a pressione normale [26]. La dimensione del 

disco varia tra le varie etnie ed è maggiore negli individui africani. L'imaging 

può misurare oggettivamente l'area del disco, ma il diametro verticale è il 

parametro più frequentemente utilizzato clinicamente[25]; il diametro verticale 

medio normale (per i dischi non glaucomatosi) è di 1,5-1,7 mm in una 

popolazione caucasica.  

Sottotipi di danno glaucomatoso 

Sono stati descritti quattro aspetti oftalmoscopici della papilla glaucomatosa. 

Il glaucoma è caratterizzato da un progressivo restringimento della RNR in 

maniera variabile e può assumere la forma di restringimento diffuso, “notching”, 

o entrambi. Il restringimento del cerchio, pur avvenendo in tutti i settori del 

disco, è generalmente più comune ai poli inferiore e superiore.  

• I difetti ischemici focali sono caratterizzati da “notch” localizzati superiori 

e/o inferiori e possono essere associati a difetti del campo visivo 

localizzati con minaccia precoce di perdita di fissazione; 

• il NO miope affetto da glaucoma è un disco inclinato (con inserzione 

obliqua), poco profondo con una una mezzaluna temporale di atrofia 

parapapillare, unitamente a evidenze di danno glaucomatoso. Sono 
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comuni scotomi densi superiori o inferiori che minacciano la fissazione. 

Questa morfologia è più comune nei pazienti maschi giovani; 

• i dischi sclerotici sono caratterizzati da un’escavazione poco profonda e 

piatta e una RNR leggermente inclinata, atrofia peripapillare variabile e 

perdita del campo visivo periferico. La coroide peripapillare è più sottile 

rispetto ad altri tipi di disco. I pazienti sono più anziani, non vi è 

differenza tra i sessi e vi è un'associazione con lo stato vascolare 

sistemico; 

• i dischi ad ingrandimento concentrico (verificati mediante follow-up) 

sono caratterizzati da un assottigliamento della RNR abbastanza 

uniforme e sono frequentemente associati a perdita diffusa del campo 

visivo. La PIO è spesso notevolmente elevata alla presentazione. 

Segni non specifici di danno glaucomatoso  

Emorragie del disco ottico   

La presenza di piccole emorragie ("a scheggia") epi o peri-papillari è stata 

stimata essere ≤0,2% nella popolazione normale. D'altra parte, una grande 

percentuale dI pazienti con glaucoma presenta emorragie del disco ottico, 

molto spesso trascurate durante l’esame clinico e più facili da trovare nelle foto 

del fundus[27].Molti studi hanno dimostrato che tali emorragie  sono associate 

alla progressione della malattia.  Spesso si estendono dalla RNR alla retina, 

più comunemente infero-temporalmente. Possono verificarsi anche in individui 

sani e in pazienti con malattie vascolari sistemiche[28]. 

Vasi sanguigni circumlineari 

La presenza dei vasi sanguigni circumlineari è un segno di assottigliamento 

precoce della RNR. È caratterizzata dalla comparsa di uno spazio tra il bordo 

neuroretinico e un vaso sanguigno superficiale. Il restringimento della RNR 
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cambia la posizione dei vasi sul disco ottico, mettendo in evidenza la flessione, 

la baionetta o la scoperta dei vasi circumlineari. Questi cambiamenti di 

posizione sono particolarmente importanti da osservare quando si cerca la 

progressione del glaucoma, osservando le foto fundus. La baionetta è 

caratterizzata da vasi sanguigni con doppia angolazione. A causa della perdita 

di RNR, un vaso che entra nel NO dalla retina può inclinarsi bruscamente 

all'indietro nel disco e quindi girare verso la sua direzione originale per 

attraversare la lamina cribrosa. I rami collaterali tra due vene del NO, simili a 

quelli successivi all'occlusione della vena retinica centrale, sono relativamente 

rari. Probabilmente sono causati da un'ostruzione circolatoria cronica di basso 

grado. Può anche verificarsi tortuosità vascolare retinica[29]. La perdita di RNR 

nasale è un segno di danno moderatamente avanzato; può svilupparsi uno 

spazio tra il RNR e il sistema vascolare retinico centrale. La visualizzazione 

della lamina cribrosa si verifica nel glaucoma avanzato. Le fenestrature grigie 

puntiformi nella lamina cribrosa diventano visibili quando l'RNR si allontana 

dalla stessa. Le finestrature a volte appaiono lineari e questo può essere un 

segno di danno grave, indicante una distorsione della lamina. I punti possono 

essere anche essere presenti in occhi non affetti da glaucoma [30]. Il "bordo 

affilato" è un segno di danno glaucomatoso in progressione: poiché la RNR 

adiacente al bordo del disco viene persa, il margine del disco assume un 

angolo più acuto. Un vaso “a baionetta” è spesso visto su un bordo affilato. 

Questo non deve essere confuso con un "bordo nasale affilato", che si riferisce 

all'angolazione acuta della RNR al margine nasale. 

Modificazioni peri-papillari  

L'atrofia peripapillare che circonda la testa del nervo ottico può essere indice 

di glaucoma nonché segno di danno precoce nei pazienti con ipertensione 

oculare[31]. La zona alfa (esterna) è caratterizzata da alterazioni epiteliali 

pigmentate retiniche superficiali. La zona beta (interna) è caratterizzata da 
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atrofia corioretinica, ed è distinta dal bordo sclerale. La zona beta è più ampia 

e più comune nel glaucoma ed è un fattore di rischio per la progressione; la 

posizione dell’atrofia peri-papillare della zona beta sembra indicare 

l'orientamento della probabile perdita del campo visivo. Nel glaucoma, i difetti 

sottili dello strato di fibre nervose retiniche (FNR) precedono lo sviluppo di 

dischi ottici francamente patologici e i cambiamenti del campo visivo; la loro 

insorgenza spesso segue le emorragie discali. Si verificano due modelli: (a) 

difetti localizzati a forma di cuneo e (b) difetti diffusi che sono più grandi e hanno 

bordi indistinti. Talvolta sono evidenti difetti a seguito di emorragie discali. La 

luce rossa (verde) aumenta il contrasto tra retina normale e difetti, sia sulla 

biomicroscopia con lampada a fessura che sulla fotografia del fondo oculare, 

e in genere ne facilita l'identificazione.  

Imaging 

Imaging del glaucoma acquisito con OCT 

Quigley dimostrò che una diminuzione dell’uno per cento (1%) delle FNR nei 

primati era visibile con la fotografia in luce blu. Ad oggi, l’uso corrente è 

riservato all’OCT[32]. La tomografia a coerenza ottica (OCT) sfrutta il principio 

dell’interferometria. Le onde di luce riflesse vengono analizzate, in particolare 

viene analizzato il ritardo con cui il riflesso viene intercettato mediante gli 

infrarossi[33].  La sorgente luminosa dell'OCT viene suddivisa da un partitore 

ottico in due fasci di luce coerente, di cui uno di lunghezza nota. L'altro fascio 

viene indirizzato al braccio sonda, rivolto ai tessuti da studiare. 

La luce riflessa dal braccio di riferimento, e dal braccio di esplorazione, viene 

quindi ricombinata ed inviata ad un sensore. Nei moderni strumenti OCT 

(Spectral Domain OCT-SD-OCT-, Spectralis) sono state eliminate le parti 

meccaniche in movimento durante l'esame, sia modificando la lunghezza 

d'onda della sorgente luminosa, oppure utilizzando uno spettrometro che 

analizza le differenze di lunghezza d'onda nel braccio di riferimento ed in quello 
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diesplorazione.  

Con i nuovi apparecchi i tempi di acquisizione sono stati enormemente ridotti: 

• da 400 a 40000 A-scan al secondo 

• da 1 B-scan a bassa risoluzione in 1,6 secondi, a 1 B-scan ad alta 

risoluzione  

• della lunghezza di 6 mm in 4 centesimi di secondo 

La maggiore velocità di acquisizione ha permesso di: 

• ridurre ad 1/30 gli artefatti da movimento; 

• ripetere più volte la stessa scansione;  

• ridurre il numero di B-Scan utili ai fini della ricostruzione delle 

immagini.  

L’OCT consente di utilizzare sia le sezioni A-scan (utilizzate, analogamente 

all’ecografia) per la valutazione della lunghezza assiale sfruttando un solo 

fascio di luce.  I tracciati B-scan, o bidimensionali, vengono ottenuti affiancando 

circa 1600 scansioni A-scan, eseguite lungo una linea di circa 6 mm di 

lunghezza. I parametri principali misurati e analizzati per la classificazione e il 

rilevamento della progressione: testa del NO, l’FNR e le CGR.L’OCT misura le 

FNR a 3,4 mm e da 2,9 mm a 6,8 mm dal bordo papillare, in modo progressivo 

e decrescente verso la periferia, lungo le arcate vascolari. Le FNR sono 

analizzabili anche con il Red Free digitale, e con filtri selettivi GDx e HRT[34]. 

I parametri che l’OCT è in grado di studiare riguardo la patologia glaucomatosa 

sono: 

• Average RNFL Thickness; 

• RNFL Symmetry; 

• Rim Area - Disc Area;  

• Average C/D Ratio;  
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• Vertical C/D Ratio; 

• Cup Volume; 

• Neuro-retinal Rim Thickness; 

• RNFL Thickness; 

• RNFL Quadrants; 

• RNFL Clock Hours. 

Gli spessori rilevati sono disegnati in bande di colore verde, giallo e rosso, per 

valori rispettivamente normali borderline o patologici, rispetto al database 

normativo, presente in tutti gli SD-OCT ( Figura 2).  

 

 

Figura 2. OCT Heidelberg (Heidelberg, Germania) di un paziente glaucomatoso. I quadranti 

in giallo evidenziano una perdita parziale di FNR mentre i quadranti rossi rappresentano una 
perdita grave di FNR. 
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L'analisi delle CGR prevede la misurazione dello spessore retinico a livello 

della macula nel tentativo di rilevare il danno glaucomatoso in fase iniziale. 

Inizialmente considerato inferiore alla valutazione RNFL peripapillare, con la 

più recente tecnologia OCT l'interesse per l'analisi delle CGR è stato rinnovato 

ed è considerato comparabile [32]. I valori degli spessori delle CGR sono 

rappresentati con colore verde (range normale: p-value 5% to 95%), in giallo 

(valori borderline: p-value < 5%) e rosso (valori fuori dai limiti normali: p-value 

<1%) rispetto al database di oltre 300 occhi sani. La famiglia degli SD-OCT 

Spectralis Heidelberg, OCT, OCT Plus, HRA+OCT, nel GlaucomaReport 

espone dati su papilla ottica, RNR e spessore delle FNR, con relativo database. 

È stato introdotto un software di analisi della progressione su diverse 

macchine, che fornisce una valutazione calcolata dell'entità del danno nel 

tempo presentata in forma grafica (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Follow up di un paziente glaucomatoso con OCT 
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Perimetria ottica computerizzata 

La perimetria ottica è in grado di fornire la localizzazione topografica del difetto 

delle FNR. Il “gold standard” per lo studio del campo visivo è il perimetro 

Humphrey (Carl Zeiss Meditec, Germania)[35].  

• I primi cambiamenti includono una maggiore variabilità delle risposte in aree 

che successivamente svilupperanno difetti e leggera asimmetria tra i due occhi 

[36].  

• Piccole depressioni paracentrali possono formarsi in una fase relativamente 

precoce, spesso superonasale; sono probabilmente più comuni in glaucomi a 

pressione normale[37]. 

• Il salto nasale (scotoma di Rönne) rappresenta una differenza di sensibilità 

sopra e sotto la linea mediana orizzontale nel campo nasale; il difetto è 

delimitato dalla linea mediana orizzontale, corrispondente al rafe orizzontale 

dello strato di FNR[37].  

• Il cuneo temporale è meno comune del salto nasale ma ha implicazioni simili. 

• Difetti arciformi -scotoma di Bjerrum- (Figura 4) si sviluppano come risultato 

della coalescenza di scotomi paracentrali. Si sviluppano tipicamente tra 10° e 

20° di fissazione come estensioni verso il basso o verso l'alto a partenza dalla 

macchia cieca. Con il tempo tendono ad allungarsi circonferenzialmente lungo 

la distribuzione delle fibre nervose arcuate[38]. 
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Figura 4. Compass 24-2 che mostra uno scotoma arciforme. 

 

• Uno scotoma ad anello si sviluppa quando i difetti arcuati superiori e inferiori 

diventano contigui, di solito nel glaucoma avanzato. Il campo visivo allo stadio 

finale è caratterizzato da una piccola isola di visione centrale, tipicamente 

accompagnata da un'isola temporale. Il pattern perimetrico 10-2 facilita il 

monitoraggio del campo centrale residuo [37].  

• In media ci si può aspettare un peggioramento annuo della Total Deviation di 

poco superiore a 1,0 dB nei pazienti adeguatamente trattati[39]. 

Trattamento  

 Il goal del trattamento per il glaucoma è la riduzione della PIO [40, 41]. Vari 

studi hanno dimostrato l’efficacia dell’abbassamento della PIO nella 

prevenzione del deterioramento visivo: l’Ocular Hypertension Treatment Study 

[42], l’Early Manifest Glaucoma Trial[43] etc. 
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Il trattamento di prima scelta è rappresentato dagli analoghi delle 

prostaglandine [41], salvo in casi di intolleranza o di contrindicazione. Le 

prostaglandine e gli inibitori dell’anidrasi carbonica sono attivi di giorno e di 

notte, a differenza degli antagonisti dei recettori β-adrenergici e gli agonisti α-

adrenergici che esercitano la loro azione farmacologica durante il giorno. I 

bloccanti dei recettori β-adrenergici possono arrecare degli effetti sistemici, 

quali bradicardia o asma. Recentemente, formulazioni nutraceutiche sono 

state proposte a scopo neuroprotettivo; tuttavia, le evidenze scientifiche 

dell’efficacia sono scarse anche in ragione del fatto che la patogenesi del 

glaucoma è solo parzialmente compresa[44, 45]. In caso di fallimento della 

terapia topica, di tachifilassi, o di pazienti scarsamente aderenti ai colliri, la 

chirurgia filtrante rappresenta la scelta. Ogni anno, negli Stati Uniti vengono 

eseguiti circa 274 interventi di chirurgia filtrante per milione di abitanti. La 

trabeculoplastica laser induce delle modificazioni del trabecolato, agendo sulle 

cellule pigmentate, e aumentando il deflusso di umor acqueo.  L’efficacia delle 

procedure chirurgiche, tuttavia, si riduce del 10% ogni anno successivo 

all’intervento. [46] La trabeculectomia comporta la creazione di una fistola tra 

la camera anteriore e lo spazio sottocongiuntivale (Figura 5).  

 

Figura 5. Creazione dello sportello sclerale durante la trabeculectomia.  
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Ciò fornisce un metodo alternativo di drenaggio dell'umore acqueo, laddove la 

via trabecolare sia ostruita o mal funzionante in caso di glaucoma[47]. Altre 

metodiche, tra cui l’impianto di valvole di drenaggio, o di chirurgia mini-invasiva 

con impianto di stent in camera anteriore sono attualmente possibili.[48]  

Biochimica 
 
Il glaucoma è una patologia neurodegenerativa che prevede la morte per 

apoptosi delle CGR, e dei loro assoni. La patogenesi implica uno status 

infiammatorio cronico, a livello retinico, ascrivibile all’aumento della PIO e al 

conseguente stress ossidativo. Non sono ancora stati compresi a fondo tutti i 

meccanismi che causano la degenerazione neuronale nel glaucoma (tanto che 

sussistono delle forme di glaucoma a PIO normale). La prima sede ad essere 

interessata è la lamina cribrosa, costituita da cellule di matrice extracellulare, 

che avvolgono i fasci di nervi che vi passano attraverso; le cellule della matrice 

extracellulare sono ricoperte da astrociti, i quali svolgono una funzione di 

supporto ai neuroni[49]. L’aumento della PIO comporta un’alterazione del 

trasporto anterogrado e retrogrado delle fibre nervose, le quali risultano 

demielinizzate prima e dopo il passaggio nella lamina cribrosa: studi di 

microscopia elettronica hanno messo in evidenza un accumulo di mitocondri e 

alterazioni del citoscheletro a questo livello[50]. La disfunzione dei mitocondri 

avviene a causa dell’aumento del calcio citoplasmatico rilasciato dal reticolo 

endoplasmatico, che porta a un aumento della permeabilità dei pori di 

transizione, con rigonfiamento, rottura delle membrane e depolarizzazione dei 

mitocondri: il risultato finale è il fallimento energetico e l’apoptosi assonale[51, 

52]. Il blocco del trasporto anterogrado e retrogrado implica l’arresto del rilascio 

di fattori di crescita cerebrali, come il CNTF e il BDNF (quest’ultimo prodotto 

anche a livello delle CGR e dello strato nucleare interno). La riduzione delle 

neurotrofine comporta l’attivazione dei segnali apoptotici, i quali sono mediati 

dai fattori di trascrizione della via MAPK.[53] 
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Le MAPK sono una famiglia di proteine serine/treonine chinasi, che 

comprendono: le chinasi -Jun N terminali, la p38 MAPK, e l’extracellular signal 

regulated protein kinases (ERKs). Tale processo non riguarda solo gli assoni, 

ma anche gli astrociti, la microglia e le cellule del Müller[54]. È stata proposta 

la perdita del supporto astrocitico come ipotesi patogenetica della 

degenerazione assonale: gli assoni soggetti a apoptosi, espongono delle 

molecole che inducono la fagocitosi da parte degli astrociti. La fagocitosi è 

benefica in condizioni fisiologiche, ma se porta alla distruzione degli assoni, 

causa una patologia degenerativa quale è il glaucoma. Condizioni di stress a 

livello retinico causano la fosforilazione di c-Jun a livello della serina 63 o 

73.[53] L’apoptosi nel glaucoma comporta l’attivazione a cascata delle caspasi 

mediante il Fattore di Trascrizione attivatore della  proteina-1 (AP-1), di cui c-

Jun fa parte,  e il nuclear factor-κB (NF-κB). La p38 è implicata nel glaucoma 

in quanto l’aumento della PIO causa la fosforilazione del dominio 

Treonina/Glicerina/Tirosina, il quale attivano l’Activating Transcription Factor 2 

e inducono l’iperfosforilazione dei neurofilamenti tau[55].  Nelle retine degli 

animali glaucomatosi, le procaspasi apoptotiche 3,8,9 e le caspasi 

infiammatorie 1, 4 e 12 sono attivate dopo un periodo di PIO elevata sia 

mediante la via esterna (attraverso recettori) che interna (mitocondriale)[56]. I 

geni IAP e XIAP svolgono un ruolo inibitore delle caspasi. La via PI-3 

chinasi/Akt, che viene attivata mediante il legame di citochine e fattori di 

crescita a specifici recettori, esercita un’importante azione anti-apoptotica. Akt 

inibisce l’apoptosi a livello post-trascrizionale mediante la fosforilazione di 

proteine proapoptotiche, come mediatori premitocondriali, - tra cui Bad- e 

postmitocondriali – tra cui la caspasi 9. Akt regola la fosforilazione di c-jun 

interferendo con la via MLK3[53].  Una over espressione di BCL-2 è protettiva 

per il glaucoma; al contrario, un aumento dell’espressione del gene BAX è 

fortemente proapoptotica. La cascata apoptotica è mediata dalle GJ, le quali 

sono costituite dalle connessine (Cx)[57]. A livello oculare le Cx 36 e 43 sono 

site a livello di astrociti, cellule di Müller, microglia, epitelio pigmentato retinico, 
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cellule endoteliali e trabecolato[58]. In particolare, è stato evidenziato il ruolo 

Cx43 nella propagazione del segnale infiammatorio dalle CGR agli astrociti e 

alle cellule amacrine circostanti, mediante segnali apocrini da parte di mediatori 

quali l’EGF.  Stress esterni, come l’aumento della PIO o insulti ischemici, 

causano la chiusura delle tight junctions, mediante fosforilazione della tirosina 

della Cx43 (C-Src mediata), con conseguente ipertrofia assonale e perdita di 

adesione delle cellule assonali [56].  La Cx 26, 31 e 43 sono state localizzate 

nel trabecolato. Ivi, partecipano attivamente al drenaggio di umor acqueo 

mediante attivazione dell’ATP[59].  

 L’ischemizzazione dei capillari retinici, data dalla compressione per aumento 

della PIO, induce un incremento della glicolisi anaerobia: livelli aumentati di L-

arginina, L-lisina, cisteina, treonina, glicina antranilato, ascorbato, 4-

idrossibenzoato, mio-inositolo, acetato, glicole propilenico, 2- idrossi-butirrato, 

creatina e colina e livelli ridotti di L -fenilalanina, treonina, glutammina, 4-

amminobutanoato e isopropanolo sono stati identificati nel vitreo dei pazienti 

affetti da glaucoma. L'acetato, essendo un precursore dell'acetil-CoA, viene 

secreto dalle cellule glaucomatose[59]. L'eccitotossicità, indotta da 

amminoacidi eccitatori come il glutammato e l'omocisteina, rappresenta un 

meccanismo di disfunzione neuronale nel glaucoma, essendo il glutammato il 

neurotrasmettitore eccitatore retinico. Il suo aumento è imputabile alla ridotta 

espressione di trasporters del glutammato e di  glutammina  sintetasi  a livello 

delle cellule del Müller[60].  Studi recenti hanno dimostrato che tra i pazienti 

glaucomatosi è presente un aumento della formaldeide  endogena, la quale 

porta alla formazione di legami incrociati tra DNA e proteine, promuovendo 

anche l'iperfosforilazione e la polimerizzazione della proteina tau, 

accompagnate da disfunzione cellulare e apoptosi delle cellule gangliari [60].  
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Connessine 

Negli organismi multicellulari, l’omeostasi è regolata per mezzo di tre 

meccanismi di comunicazione: intracellulari, extracellulari and intercellulari. 

Questi ultimi sono svolti dalle GJ. Le GJ sono costituite da due emi-canali - uno 

per ogni cellula adiacente-, ognuno dei quali consta di 6 Cx ciascuno. Le Cx 

sono delle proteine trans-membrana consistenti in un loop citoplasmatico, 2 

loops extracellulari, una porzione citoplasmica C-terminale e una porzione 

citoplasmica N-terminale (Figura 6)[61, 62].  

 

 

 

Figura 6. Modello di un canale di giunzione gap Cx43 e monomero. (A) La posizione dei pori 

del canale è stata indicata dal cerchio giallo. (B) Il monomero Cx43 con partner proteici. Le 

abbreviazioni sono le seguenti: NT, N-terminale; CL, ansa citoplasmatica; CT, C-terminale; E1 

ed E2, anse extracellulari 1 e 2; TM1-4, segmenti trans-membrana 1-4 (fotografia estrapolata 

dall’articolo “Gap Junctions” di Nielsen MS et al.).  
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Sono state identificate piu di 20 tipi di Cx e sono state denominate in base al 

loro peso molecolare, espresso in kiloDalton. Il compito delle GJ è quello di 

instaurare una comunicazione cellulare mediante il trasferimento di molecole 

con peso al di sotto dei 1-1.5 kilodalton, come l’adenosina trifosfato (ATP), 

inositolo trifosfato and adenosin monofosfato ciclico, ioni, nicotinamide adenina 

dinucleotide, glutammato e prostaglandine[63]. Questo flusso é stato 

denominato gap junctional intercellular communication, ed é reponsabile dei 

processi di nitrosilazione[63], sumoilazione, fosforilazione, rilascio di cationi 

divalenti, potenziali di membrana e molecole redox, regolazione del calcio nello 

spazio extracellulare. Le Cx sono implicate nello stress ossidativo[64], nei 

processi di ischemia/riperfusione[65] e condizioni infiammatorie[65]. Il 

meccanismo avviene mediante internalizzazione delle Cx di una delle due 

cellule, a formare un anello di giunzione, che sarà poi degradato dai lisosomi e 

proteasomi[66]. Tale processo è finalizzato all’adesione cellula-cellula o 

cellula-matrice extracellulare. Altre proteine citoplasmatiche, tra cui Ezrin, α-

tubulina, zona occludens-1 (ZO-1) interagiscono con le Cx al fine di modulare 

la funzione channel/non channel[67, 68]. Il sistema integrine-connessine 

svolge un ruolo di primo piano nel rilascio degli esosomi, particelle a doppio 

strato lipidico coinvolte in molti processi patologici, tra cui le neoplasie[67]. Gli 

esosomi trasportano varie molecole bioattive, tra le quali enzimi, citochine, 

eicosanoidi, RNAs, giocando un notevole ruolo nella comunicazione 

intercellulare[69]. Gli esosomi sono internalizzati nella membrana plasmatica, 

riciclati nel pathway lisosomiale in seguito a degradazione nei lisosomi e 

integrazione nel corpo multi-vescicolare. Tali esosomi tardivi vengono infine 

fusi alla membrana plasmatica, con conseguente rilascio nello spazio 

extracellulare[70]. La distribuzione delle Cx nei vari apparati è riassunta nella 

Tabella 1.  
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Organi  Connessine 

Sistema nervoso centrale  

  

Cx43, Cx26, Cx32, Cx47, Cx29, 

Cx45, Cx30 

Sistema cardio-vascolare Cx40, Cx43, Cx45, Cx37, Cx47 

Sistema linfatico Cx37, Cx43, Cx47 

Fegato Cx32, Cx26, Cx43 

Intestino e stomaco  

  

Cx26, Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, 

Cx43, Cx45, Cx57, Cx31, Cx31.1 

Derma 

  

Cx26, Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1, 

Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 

Rene Cx26, Cx30.3, Cx31, Cx32, Cx37, 

Cx40, Cx43, Cx45, Cx46 

Polmone Cx26, Cx32, Cx43, Cx46, Cx30, 

Cx31 

Occhio Cx26, Cx30, Cx30.2, Cx32, Cx36, 

Cx37, Cx43, Cx45, Cx46, Cx50, 
Cx57 

Sistema immunitario Cx30.3, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43 

Pancreas Cx36, Cx43, Cx45, Cx32 

Muscoli e osso Cx39, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, 

Cx37, Cx32 

Tabella 1. Distribuzione delle Connessine nel corpo umano.  

 

Le connessine individuate nell’occhio comprendono le Cx26, Cx30, Cx30.2, 

Cx32, Cx36, Cx37, Cx43, Cx45, Cx46, Cx50 and Cx57. Cx43 é espressa in 

multipli tipi cellulari, tra cui astrociti, cellule di Müller, microglia, epitelio 

pigmentato retinico e cellule endoteliali; le Cx sono coinvolte nello sviluppo e 

nella fisiologia oculare; ricoprono altresì un ruolo importante nei meccanismi di 

flogosi oculare[71].I fibroblasti delle culture umane esposti al TNF-α mostrano 
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una ridotta espressione della Cx43, la quale risulta attenuata anche 

dall’inibitore di N chinasi c-jun terminale, suggestivo del coinvolgimento sia 

della mitogenic-activated protein kinase signaling pathway e della Cx43 come 

mediatori dell’infiammazione corneale[72]. L’introduzione di glucosio all’interno 

delle cellule dell’epitelio pigmentato retinico induce l’accumulo di IL-6, IL-8 e 

TGF-β, e downregola i livelli di Cx43 e di GJ[73]. L’intensa esposizione degli 

albini ai raggi ultravioletti aumenta i livelli di Cx36 nello strato plessiforme 

interno e riduce la quantità di Cx43 in seguito al danno luce-indotto; la 

produzione di Cx43 è intensificata dalla luce a livello di epitelio pigmentato e di 

coroide. Cx43 è colocalizzata con nitrotrosine, markers infiammatori e ionized 

calcium-binding adaptor molecule-1[74]. Studi precedenti suffragano l’ipotesi 

che l’abbassamento dei livelli della Cx43, mediante riduzione dell’espressione 

o blocco dei canali, abbia un effetto benefico per il bulbo oculare. Il trattamento 

di leucomi corneali medianti PTK o mediante oligonucleotidi antisense di Cx43 

accelera la riepitelizzazione corneale. Tale meccanismo prevede una riduzione 

significativa dell’edema, differenziazione e proliferazione di fibroblasti[75]. Un 

simile effetto si ottiene utilizzando α-carboxy terminus 1, un peptide mimetico 

della Cx43[76]. La Cx43 ha una comprovata efficacia nella vascolarizzazione 

dell limbus corneale in pazienti affetti da cheratopatia neurotrofica[77]. 

Contrariamente, l’iniezione di oligonucleotidi antisenso della Cx43 in modelli di 

coniglio affetti da glaucoma riduce la produzione di fibroblasti con ritardo del 

processo di cicatrizzazione[74]. Oligonucleotidi antisenso della Cx43 sono 

responsabili di un ritardo del processo cicatriziale in pazienti sottoposti a 

plurime trabeculectomie, con conseguente mantenimento di una PIO normale 

per un tempo maggiore [74]. Cx43 risulta aumentata nell’endotelio, astrociti e 

cellule di Müller prossime a lesioni imputabili alla retinopatia diabetica[78]. La 

Cx43 ha un ruolo dominante nei processi metabolici e biochimici di tutti i tessuti.  
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Metabolomica 
 

La metabolomica è la valutazione qualitativa e quantitativa dei metaboliti (peso 

molecolare <1,5 kDa) nei fluidi corporei[79]. Il primo che parlò di metabolomica 

fu Jeremy Nicholson, definendola “la misurazione quantitativa della risposta 

metabolica multiparametrica dinamica dei sistemi viventi a stimoli 

fisiopatologici o modificazione genetica”[80]. La metabolomica è una branca 

delle scienze -omiche, sistemi sperimentali che valutano la complessa 

relazione fisio-patogenetica esistente tra eziologia nosologica e funzionamento 

dell’organismo [81].  La metabolomica costituisce, pertanto, un campo di 

ricerca in via di sviluppo che studia il metaboloma, risultato dei pattern 

metabolici a livello funzionale a partire dall’espressione genetica (genomica), 

dalla trascrizione in mRNA (trascrittoma), fino alla sintesi proteica (proteomica) 

tenendo in considerazione l’interazione con i fattori ambientali (dieta, stato 

generale, stile di vita, farmaci)[82]. Con un metodo scientifico e sistematico, la 

metabolomica, analizza i metaboliti che derivano da specifici processi chimici 

cellulari dei quali sono considerati “impronte chimiche uniche”.  Il risultato dello 

studio della metabolomica è la costituzione di profili metabolomici nel sangue, 

nelle urine, e negli altri fluidi corporei[83]. Sono stati eseguiti studi di 

metabolomica su diabete, ipertensione arteriosa, cancro[84].   Si è stimato che 

il numero di metaboliti identificabili tramite l’esame del profilo metabolico 

dell’organismo umano, con un probabile utilizzo nella diagnostica clinica e nello 

sviluppo di nuovi farmaci, è di circa 1300-1400 molecole. La maggior parte di 

questi metaboliti deriva dalle vie metaboliche quali la glicolisi, il ciclo di Krebs, 

il metabolismo di lipidi e aminoacidi. La metabolomica può essere utilizzata sia 

per l’identificazione di stati fisiologici, che patologici e prepatologici i quali 

possono essere correlati a fattori di rischio specifici genetici o ambientali, la cui 

identificazione può aiutare a mettere in atto piani di screening e prevenzione, 

o identificare dei target molecolari per impedire o rallentare lo sviluppo della 

malattia. L’identificazione di minuscoli cambiamenti metabolici può aiutare a 
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identificare disturbi importanti che altre analisi non riuscirebbero a identificare 

con la medesima rapidità.[85] A differenza della genomica, della trascrittomica 

e della proteomica, la metabolomica può tener conto dei fattori ambientali. I 

fenotipi metabolici rappresentano il prodotto finale dell’interazione tra fattori 

genetici, ambientali e dietetici. La genetica, l’ambiente, la flora intestinale, la 

dieta e in generale le risposte dell’organismo allo stress, agli ormoni, all’attività 

fisica e a qualsiasi tipo di trauma, possono alterare qualitativamente e 

quantitativamente il metaboloma. E’ inoltre possibile differenziare il 

metaboloma primario, dipendente dai geni dell’ospite, ed il co-metaboloma, 

controllato dal microbioma (insieme di microrganismi, batteri, protozoi e funghi 

che vivono come organismi commensali o simbiotici nell’ospite)[82].Negli studi 

metabolomici, è importante prevenire e correggere le fonti di bias, come l'età e 

il sesso, la dieta e lo stile di vita, l'ora del giorno della raccolta del campione, la 

temperatura e il tempo di conservazione. Inoltre, le malattie sistemiche e 

l'assunzione di farmaci e integratori possono potenzialmente alterare il 

metaboloma e dovrebbero essere prese in considerazione. 
 

Tecniche strumentali e di analisi dei dati utilizzate nella metabolomica 

Le 2 tecnologie principali attualmente utilizzate per l’analisi qualitativa e 

quantitativa dei metaboliti sono la Spettroscopia di Risonanza Magnetica 

Nucleare (NMR) e la Spettrometria di Massa (LC-MS). La Spettrometria di 

massa è una tecnica combinata con diverse tecniche di separazione, come la 

gascromatografia (GC) e la cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) 

[274]; è più sensibile e può coprire una gamma più ampia di metaboliti ma ha 

lo svantaggio di cambiare lo stato fisico del campione analizzato. La NMR, che 

è meno sensibile rispetto alla LC-MS – in quanto rileva principalmente i 

metaboliti solubili - non distrugge il campione e può analizzare campioni in vivo 

in modo non invasivo e ripetutamente nel tempo[86]. I campioni biologici di uso 

comune sono urine, plasma, siero, saliva, liquido seminale, liquor. Dopo la 
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raccolta, i campioni vengono conservati a temperature estremamente basse (-

80°C) e, prima di essere analizzati, sono scongelati nel ghiaccio al fine di 

evitare bruschi sbalzi termici. Dopo lo scongelamento, i campioni possono 

essere analizzati in toto o subire processi di estrazione prima di essere 

analizzati con l’NMR e/o con la spettrometria di massa. La spettroscopia NMR 

misura le proprietà magnetiche di specifici nuclei atomici (come 1H, 31P, 13C) 

dei metaboliti. Con questa metodica, i metaboliti a basso peso molecolare sono 

identificati attraverso le loro risonanze. In particolare, la posizione dei segnali 

nello spettro, la loro molteplicità e l’area integrata sono i parametri utilizzati per 

l’identificazione e la quantificazione delle singole molecole. La spettrometria di 

massa è invece utilizzata per identificare e quantificare i metaboliti in base alla 

differenza nel loro rapporto tra massa e carica, una volta avvenuta la loro 

separazione, tramite la ionizzazione di molecole in fase gassosa, la 

separazione dei diversi ioni prodotti e la loro rivelazione. 

Ciascuna delle due tecniche presenta una serie di vantaggi e svantaggi 

elencati nella Tabella 2. 

  
VANTAGGI 

 
SVANTAGGI 
 

 
NMR 

 

Alta specificità 

Alta riproducibilità 

Rapidità delle analisi 

Campioni analizzabili con minima o nulla 

manipolazione 

Non distruttiva 

 

Bassa sensibilità (nM) 

Elevato costo delle apparecchiature 
e della manutenzione 

 
LC-MS 

 

Alta sensibilità (µM-nM) 

Diverse opzioni di separazione disponibili 

 

Alto costo 

Riproducibilità moderata 
 

Tabella 2. Confronto tra Spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) e la 
Spettrometria di Massa (LC-MS).  
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Da queste indagini si ottengono dati multiparametrici che contengono 

informazioni quali-quantitative su un set completo di classi di metaboliti. Vista 

la numerosità e la complessità dei dati spettrali, la loro analisi prevede l’utilizzo 

di tecniche di elaborazione statistica multivariata che, tramite modelli 

matematici, statistici e informatici, ne permette l’interpretazione. I dati derivanti 

dalle analisi metabolomiche consistono in confronti fra popolazioni di soggetti 

con specifiche caratteristiche. Tramite algoritmi matematici, i software di analisi 

statistica multivariata analizzano la totalità delle variabili presenti in un sistema 

ricavando le componenti principali che descrivono la massima varianza data 

dal set di campioni. I modelli di interpretazione vengono elaborati mediante dei 

plot. Si ottiene sia una visione d’insieme delle variabili, la loro correlazione, la 

loro struttura e la presenza di eventuali bias. Le numerose variabili vengono 

studiate contemporaneamente. Esistono diverse tecniche di analisi statistica 

multivariata che si basano su metodi di proiezione. La PCA (Principal 

Component Analysis) fornisce una visione d'insieme del sistema di relazioni 

studiato: consiste in una procedura matematica che converte il set di variabili 

originarie correlate tra loro in un set di variabili non correlate, chiamate 

componenti principali. 

 

 
Perimetro Compass 
 

COMPASS è un perimetro automatico abbinato ad un oftalmoscopio a 

scansione che fornisce la sensibilità della soglia retinica e le immagini confocali 

della retina, mediante il sistema SLO[87] – Figura 7.  
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Figura 7. Perimetro Compas 

 

Compatibilità con SAP 

COMPASS offre piena compatibilità con il test del campo visivo standard 24-2, 

in quanto contiene un database di pari età della sensibilità retinica in soggetti 

normali (la cui creazione e il cui apporto è stato uno dei progetti del presente 

dottorato, che verrà discusso più avanti nel testo). 

Oltre che la 24-2, le griglie COMPASS 10-2 e 30-2 sono altresì presenti nel 

device (Figura 8). 

 
Figura 8.  Campo visivo 24-2 eseguito con Compass 
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TrueColor Confocal Imaging  

Per la prima volta in un test del campo visivo, COMPASS fornisce immagini 

confocali a 60° della retina in diverse modalità: TrueColor, Infrared (IR) e Red-

free (Figura 9). Compass è in grado di scattare una foto del fondo oculare su 

un raggio di 30° con una pupilla di piccolo diametro, quindi non è necessaria 

alcuna dilatazione per la maggior parte dei soggetti.  

 
Figura 9.  Foto fundus a colori, infrarosso e red free Compass 

 

Tracciamento retinico attivo 

Il “tracking” della retina è indispensabile alla perimetria automatizzata. Il 

monitoraggio continuo e automatizzato dei movimenti oculari produce una 

compensazione attiva delle perdite di fissazione, con gli stimoli perimetrici che 

vengono riposizionati automaticamente prima e durante la proiezione in base 

all'occhio corrente. Questo meccanismo riduce la variabilità del test-retest e 

garantisce un'accurata correlazione tra funzione (cioè valori di soglia retinica) 

e struttura (aspetto retinico).  

 

Diagramma della fissazione del paziente durante il tempo dell'esame 

In assenza di questo meccanismo, si verifica qualsiasi spostamento degli occhi 

al momento della proiezione degli stimoli, che produrrebbe facilmente artefatti 

nei risultati del campo visivo, riportando una sensibilità imprecisa.  Le immagini 

IR, acquisite alla velocità di 25 immagini al secondo, consentono un 
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monitoraggio continuo e automatizzato dei movimenti oculari.  Compass non 

prevede la necessità di lenti di prova con correzione automatica della rifrazione. 

Il SAP tradizionale viene eseguito attraverso la correzione refrattiva con lenti di 

prova, che aumenta il tempo di esame e può indurre artefatti. COMPASS è 

dotato di un sistema di correzione automatica della rifrazione, migliorante la 

performance del paziente (Figura 10). 

 

 
Figura 10.  Dettagli sul device Compass 

 
 
 
 
 
Software di visualizzazione remota 

COMPASS offre funzionalità integrate per la connettività di rete, sia per la 

revisione remota, che per il backup dei dati. COMPASS Remote Viewer è un 

software basato su browser che consente il backup da qualsiasi rete computer 

sulla stessa rete locale (LAN), con protezione tramite password. Il 

visualizzatore remoto fornisce strumenti di confronto delle immagini, 

misurazioni anatomiche, strumenti di post-elaborazione e altro ancora (tutto ciò 

è stato studiato nel progetto di telemedicina che verrà discusso in seguito). Le 

immagini scattate in momenti diversi possono essere registrate e visualizzate 

in rapida alternanza per facilitare il rilevamento dei cambiamenti morfologici nel 

tempo (Figura 11-12). 
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Figura 11.  Stero-foto del fundus con Compass 

 

• Calcolo cup/disc: i rapporti possono essere misurati e memorizzati (Figura 

12).  
 
 

 
 
 
 
Figura 12.  Foto fundus con Compass. A sinistra si vede dettaglio del Cup/Disc 

 
 
 
Nella figura 13 sono riportate le caratteristiche della perimetria Compass. 
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Figura 13. Caratteristiche descrittive della perimetria Compass.  
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SCOPO DEL LAVORO 

Il lavoro eseguito è stato un approccio multidisciplinare al glaucoma, realizzato 

sotto due aspetti principali: un approccio clinico con studio della perimetria 

ottica computerizzata e valutazione dei parametri della superficie oculare, e un 

approccio molecolare con analisi della Connessina 43 nell’umore acqueo e 

metabolomica del vitreo. I vari passaggi sono riassunti nel diagramma di flusso 

riportato nella Figura 14.  

L’approccio clinico ha previsto la validazione del device Compass mediante un 

filone di ricerca comprensivo dei seguenti passaggi: la creazione di un 

database normativo per la griglia perimetrica 30-2 del software Compass, la 

valutazione della variabilità test-retest, l’”assessment” della concordanza tra tre 

revisori e la visita clinica mediante analisi delle immagini Compass “da remoto” 

e la valutazione punto per punto del perimetro 10-2 nello studio delle atrofie 

geografiche, in cui per la prima volta si testa un apparecchio in grado di 

sovrapporre gli “scores” perimetrici alla foto fundus. È stato, inoltre, eseguito 

uno studio per la valutazione di tutti i parametri della superficie oculare in 

pazienti affetti da glaucoma asimmetrico. 

L’approccio molecolare ha riguardato lo studio della connessina 43 nell’umore 

acqueo e l’analisi metabolomica del vitreo di pazienti affetti da glaucoma.  
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Figura 14.  Flow-chart del lavoro eseguito 
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APPROCCIO CLINICO AL GLAUCOMA MEDIANTE PERIMETRIA OTTICA 

COMPUTERIZZATA COMPASS E ANALISI DELLA SUPERFICIE 

OCULARE 

 

Materiali e metodi  
 
Lo scopo del primo studio è stato di raccogliere un database normativo per 

tutte le posizioni del perimetro 30-2, in modo che il software Compass sia 

esteso ad una griglia perimetrica di 30° (Figura 15).  

 

 
Figura 15. Campo visivo Compass 30-2 

 

Lo studio è stato cross-sectional, osservazionale e multicentrico, ed è stato 

condotto presso l’Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata Verona, il 

Department for Ophthalmology, University of Rostock, e la Clinica Oculistica 

dell’Ospedale San Paolo, Università di Milano. Il protocollo di ricerca è stato 

Farci Roberta - 1986/09/18 (31) OD
Date: 2017/12/06, 18:20 False NEG: 0% Duration: 08:09

Pattern: 30-2 False POS: 0% Average pupil size: 4.2 mm

Strategy: zest BS: 2/16 Fovea: 39 dB

MD: N/A PSD: N/A FPDI: N/A Tracking: ON        Zest CC: ON

Tracking Performance Indices

TPI 0.5° : 99.8% [98.6%]  / TPI 1°: 100.0% [99.7%] 

Fixation Area

0.51°² (0.4°×0.4°)

6

5

4

3

2

1

1 2 3 4 5 6 7 8
time [minutes]

d
is

ta
n

ce
 [

°]

S/N 01071, v2.5.2



 49 

approvato dal Comitato Etico Istituzionale dell’Ospedale San Paolo, ed 

eseguito in conformità con i principi della Dichiarazione di Helsinki. 

170 pazienti sono stati reclutati presso la Clinica Oculistica dell’Ospedale San 

Paolo; ogni sito avrebbe dovuto reclutare almeno 100 pazienti. I pazienti sono 

stati clusterizzati per età: 18-40, 41-60, 61-90 anni. I criteri di inclusione/ 

esclusione clinici sono stati: età compresa tra 18 e 90 anni; migliore acuità 

visiva logMar corretta ≤ +0,1 (≥ 8/10 decimali) nell'occhio in studio; refrazione 

sferica tra -12D e +15D nell'occhio studiato; astigmatismo tra -2D e +2D 

nell'occhio preso in esame; nervo ottico normale in entrambi gli occhi (assenza 

di escavazione all’esame oftalmoscopico, assottigliamento della RNR, 

“notching”, emorragie del disco ottico, riduzione delle FNR); PIO inferiore a 21 

mm Hg; nessuna patologia oculare, anamnesi negativa per trauma, chirurgia 

(tranne che cataratta non complicata) in entrambi gli occhi; assenza di 

patologie che potessero alterare il campo visivo; assenza di farmaci che 

potessero interferire con l’esecuzione dell’esame.  

L'occhio dello studio è stato selezionato casualmente nel caso in cui entrambi 

gli occhi avessero soddisfatto i criteri di inclusione; se solo un occhio avesse 

soddisfatto i criteri di inclusione, è stato selezionato.  

Le tappe dello studio sono state le seguenti: 

 

Visita 1 – Visita di screening: anamnesi generale, remota e oftalmologica: • 

acuità visiva in entambi gli occhi; • refrazione oggettiva in entrambi gli occhi; • 

valutazione clinica del nervo ottico (lampada a fessura, oftalmoscopia o fundus 

camera, OCT delle FNR) in entrambi gli occhi • tonometria di entrambi gli occhi 

• soddisfacimento dei criteri di inclusione/esclusione clinici;  

 

Poi, solo se il soggetto è stato incluso: 

Visita 1 – Perimetria ottica computerizzata - per i pazienti che non avevano mai 

svolto un esame Compass, è stato eseguito un veloce test di apprendimento 
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(griglia COMPASS 24-2, ZEST) della durata di almeno 3 minuti; in seguito, è 

stato eseguito un campo visivo con Griglia COMPASS 30-2, ZEST, solo 

dell’occhio selezionato (inclusa foto a colori).  Tutti i test perimetrici dovevano 

essere affidabili (FP ≤18%, BS ≤ 25%) e il diametro medio della pupilla durante 

il test> 2,8 mm. Qualsiasi prova inaffidabile è stata ripetuta. Tutti i dati raccolti 

da ciascun device Compass sono stati estrapolati online mediante backup. 

Sono state calcolate la sensibilità media puntuale e la Pattern Deviation per 

ciascuna posizione.  È stata eseguita una regressione logistica a effetti misti. Il 

software di analisi statistiche R (R Core Team 2018) è stato utilizzato ai fini dei 

calcoli.  

 

Successivamente, è stata valutata la variabilità test-retest per validare il 

prototipo Compass. Lo scopo dello studio è stato quello di raccogliere una serie 

di campi visivi eseguiti con Compass nell'arco di un periodo di circa due mesi, 

in una popolazione di pazienti con glaucoma a diversi stadi di gravità, al fine di 

caratterizzare la variabilità a breve termine rilevata dal dispositivo.Tale studio 

longitudinale, open-label, multicentrico, è stato realizzato presso IRCCS 

Fondazione “G.B.Bietti” (Roma,Italia), il Policlinico Città di Udine (Udine,Italia); 

Serviced ’Ophtalmologie et Centre du Glaucome HIA Begin (Parigi, Francia), 

Rotterdam Ophthalmic Institute (Olanda), Clinica Oculistica dell’Ospedale San 

Paolo (Milano,Italia). Il protocollo di ricerca è stato approvato dal Comitato Etico 

Istituzionale dell’Ospedale San Paolo, ed eseguito in conformità con i principi 

della Dichiarazione di Helsinki.  

I pazienti arruolati in questo studio sono soggetti maschi/ femmine affetti da 

glaucoma ad angolo aperto in trattamento e in sede. Solo un occhio per 

paziente è stato incluso. Si tratta di uno studio studio longitudinale, open-label, 

multicentrico. 90 occhi di 90 pazienti glaucomatosi stratificati per MD hanno 

completato il protocollo. L'MD da utilizzare per la stratificazione è stato l'MD 

dell'ultimo test HFA affidabile disponibile. Ogni sito ha reclutato e completato: 
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3 o 6 pazienti con -6 ≤ MD ≤ 0 (perdita glaucomatosa precoce); 

4 o 6 pazienti con -12 ≤ MD <-6 (perdita glaucomatosa moderata); 

6 pazienti con MD <-12 (perdita glaucomatosa avanzata).  

I criteri di inclusione clinici sono stati: età compresa tra 18 e 80 anni; migliore 

acuità visiva corretta logMar ≤+0.1 (≥ 8/10 decimali) nell'occhio studiato; 

refrazione sferica tra -12D e +15D nell'occhio oggetto dello studio; 

astigmatismo tra -2D e + 2D nell'occhio in studio; nervo ottico glaucomatoso 

preso in esame; OCT delle FNR o del NO anormale (almeno un settore fuori 

dai limiti normali);  ultimo esame HFA eseguito non più di 3 mesi prima; storia 

di almeno 5 affidabili campi visivi effettuati nei 5 anni precedenti che fossero 

disponibili ad essere esaminati.  

I campi visivi avrebbero dovuto essere conformi a almeno due dei seguenti 
criteri: 

-Test perimetrici eseguiti non più di 5 anni prima nell’occhio in studio; 

Unitamente a una delle seguenti condizioni: 

i.MD or PSD fuori 95% dal limite di confidenza (p<0,05);  

ii. GHT fuori dai limiti normali;  

iii. un cluster di almeno 3 punti con p <0,05 nella mappa della Pattern 
Deviation; 

iv. ciascun p <0,01 che influisse sullo stesso emicampo; non poteva 
essere contiguo al punto cieco e non poteva attraversare la linea 
mediana orizzontale.  

Criteri di esclusione clinici: qualsiasi intervento chirurgico oculare ad eccezione 

della chirurgia della cataratta non complicata e/o del glaucoma eseguita non 

più di 6 mesi prima; test perimetrico HFA eseguito in entrambi gli occhi più di 6 

mesi prima; qualsiasi patologia oculare diversa dal glaucoma che potesse 
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influenzare il campo visivo; uso di qualsiasi farmaco che potesse interferire con 

la corretta esecuzione della perimetria o produrre una perdita del campo visivo; 

glaucoma ad angolo chiuso. 

Si è fatto riferimento a uno studio pilota che ha mostrato che la deviazione 

standard (DS) delle differenze test-retest è di 1,36 dB tra il primo e il secondo 

test, e che dovrebbe potenzialmente sovrastimare la DS data la fase di 

apprendimento per tutti i soggetti. Pertanto, anche le stime della dimensione 

del campione dovrebbero essere prudenti. La formula sulla precisione della 

deviazione standard delle differenze per stimare la precisione del coefficiente 

di riproducibilità del 95% (95% CR) dato un intervallo di dimensioni del 

campione previste (n, numero di partecipanti), è stata utilizzata. Come fornito 

da Bland e Altman: 3𝑠 ⁄𝑛, con questa formula, è stato stimato che uno studio 

che includeva 90 pazienti avrebbe ottenuto un errore del +/- 18% nel senso 

che un CR del 95% = 2,67 dB, come supponendo questa ampia DS delle 

differenze, sarebbe stato stimato con un errore di +/- 0,49 dB, che suggeriamo 

sia clinicamente accettabile. Un abbandono del 20% dovuto alle visite multiple 

entro poche settimane previste, quindi il numero di pazienti reclutati per 

raggiungere il campione di 90 è 90 + 20% = 110 occhi di 110 pazienti. 

L’occhio in esame è stato selezionato casualmente se entrambi gli occhi 

avessero soddisfatto i criteri di inclusione; se solo un occhio avesse soddisfatto 

i criteri di inclusione, questo avrebbe dovuto essere selezionato.  Sono state 

previste sei sessioni in sei visite per eseguire tutti i campi visivi, ciascuna a 

circa una settimana di distanza dalla precedente. 

Visita 0 - Visita di screening: 

I seguenti esami sono stati eseguiti nel seguente ordine: 

• migliore acuità visiva corretta, in entrambi gli occhi; 
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• refrazione oggettiva, in entrambi gli occhi; 

• valutazione clinica delle condizioni del disco ottico (lampada a fessura, 

oftalmoscopia o foto fundus, OCT della FNR e NO), entrambi gli occhi. 

Se l'OCT è stato eseguito non più di 3 mesi prima, ha potuto essere 

utilizzato, altrimenti è stato necessario eseguire un nuovo esame OCT 

nella visita di screening; 

•  tonometria, in entrambi gli occhi; 

•  gonioscopia, in entrambi gli occhi; 

• valutazione dei criteri di inclusione / esclusione clinici; 

Successivamente, solo se l’occhio è stato incluso: 

Visita 0 – Visita di screening:  

• COMPASS demo “New Grid”, ZEST, occhio selezionato; Visita 1 – baseline 

(entro le 2 settimane dalla visita 0)  

• COMPASS “New Grid”, ZEST, occhio selezionato (inclusa la foto fundus a 

colori); Visita 2 (tra 3 e 11 giorni dalla visita 1)  

• COMPASS “New Grid,” ZEST, occhio selezionato (inclusa la foto fundus a 

colori); Visita 3 (tra 3 e 11 giorni dalla visita 2)  

• COMPASS “New Grid”, ZEST, occhio selezionato (inclusa la foto fundus a 

colori); Visita 4 (tra 3 e 11 giorni dalla visita 3)  

• COMPASS “New Grid”, ZEST, occhio selezionato (inclusa la foto fundus a 

colori); Visita 5 (tra 3 e 11 giorni dalla visita 4)  
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- tutti i test perimetrici dovevano essere affidabili (FP ≤18%, BS ≤ 25%, 

FN ≤ 30%) e il diametro pupillare medio durante la prova> 2,8 mm. 

Qualsiasi prova inaffidabile è stata ripetuta. 

Nella Figura 16 è visibile un esempio di campo visivo “New Grid” con Compass.  

 

Figura 16. Campo visivo “New Grid” Compass 

Tutti i dati raccolti da ciascuna macchina Compass sono stati analizzati dopo 

estrazione online dei dati mediante backup. I test del campo visivo inaffidabili 

sono stati esclusi e nell'analisi sono stati inclusi solo i pazienti con una serie 

completa di test archiviati affidabili. I campi visivi valutati alla prima visita non 

sono stati inclusi in nessuna analisi per evitare l'effetto di apprendimento. 

L'analisi statistica descritta di seguito è stata eseguita con tutti i dati ma anche 

per i tre sottoinsiemi secondo la stratificazione MD al fine di valutare come la 

variabilità a breve termine fosse correlata alla compromissione del campo 

visivo. Per ogni posizione nel test del campo visivo “New Grid” è stata valutata 

la variabilità a breve termine. La variabilità punto per punto a breve termine è 
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stata quantificata come media e DS dei valori soglia di decibel, in ciascuna 

sede, tra i cinque esami effettuati nel tempo. La variabilità a breve termine 

globale è stata ottenuta mediandola punto per punto per l'intero campo visivo 

(escluso il punto cieco). La variabilità a breve termine punto per punto è stata 

correlata alla quantità di eccentricità dalla fissazione mediante tecniche di 

regressione lineare. L'eccentricità è stata calcolata come la distanza euclidea 

dalla fissazione, in gradi, per ciascuna posizione di prova. Sono stati calcolati i 

grafici Bland-Altman e i limiti del 95% di concordanza della sensibilità alle 

intersezioni. L'effetto di apprendimento è stato valutato con l'analisi della 

varianza e l'associazione tra età, valori MD e la variabilità a breve termine è 

stata studiata con analisi di regressione. 

Il terzo passo per la validazione del prototipo Compass è stata la valutazione 

inter e intra-operatore del macchinario. Uno studio, open-label, cross-sectional 

e monocentrico è stato condotto presso la Clinica Oculistica, ASST Santi Paolo 

e Carlo, dell’università di Milano da settembre a dicembre 2019. Il protocollo di 

ricerca è stato approvato dal Comitato Etico Istituzionale dell’Ospedale San 

Paolo, ed eseguito in conformità con i principi della Dichiarazione di Helsinki. 

I criteri di inclusione clinici sono stati: età tra i 18 e gli 80 anni; diagnosi di 

glaucoma in almeno un occhio; pazienti che avevano precedentemente 

eseguito il campo visivo Compass. I criteri di esclusione clinici sono stati: 

diagnosi di ipertensione oculare; assunzione di farmaci che potessero 

interferire con la corretta esecuzione della perimetria o produrre difetti del 

campo visivo; inabilità ad eseguire la campimetria; inabilità ad eseguire campi 

visivi affidabili; inabilità a fornire un consenso informato. 

Trattandosi di uno studio pilota che mirasse a studiare delle diagnosi cliniche 

“da remoto”, il sample size è stato stabilito in base al numero di pazienti 

disponibili nella zona dell’ospedale.  Sono stati inclusi nello studio entrambi gli 

occhi o solo uno che fosse affetto da glaucoma. Ai fini di evitare bias, in caso 

di segni perimetrici bilaterali di glaucoma è stato scelto in maniera causale un 
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solo occhio, che non fosse necessariamente il peggiore. Dopo aver stabilito i 

criteri di inclusione/esclusione, il campo visivo Compass “New Grid”/24-2/10-2, 

ZEST, dell’occhio eleggibile è stato scelto (prima visita). In seguito, il test 

COMPASS “New Grid”/24-2/10-2, ZEST, (inclusa la foto a colori) è stato 

ripetuto (seconda visita). La tonometria con iCare IC200 Tonometer e una foto 

stereo immagine sono state eseguite; l’OCT delle FNR è stato realizzato in 

maniera casuale, in accordo con le linee guida applicabili alla pratica clinica. 

Il lavoro di valutazione clinica “da remoto” ha previsto due fasi: durante la prima 

fase, i dati sono stati indipendentemente revisionati da tre oftalmologi, chiamati 

Reviewers (A, B e C), i quali hanno classificato ogni occhio come “progredito” 

o “non progredito/instabile a causa delle fluttuazioni” comparando la prima e la 

seconda visita di ogni paziente. 

Nel corso della seconda fase, i pazienti glaucomatosi sono stati valutati 

mediante una visita clinica canonica dal Reviewer A, e tali risultati sono stati 

considerati il “Gold Standard”.  I dati OCT raccolti durante lo studio sono stati 

disponibili per i tre Reviewers ai fini della valutazione delle perimetrie. 

 

É stato calcolato: 

• l’agreement intra-observer tra la valutazione “da remoto” e 

l’esame clinico (“Gold Standard”) eseguiti dal Reviewer A; 

• l’agreement tra l’analisi dei Reviewer B e C, rispettivamente, e il 

“Gold standard”;  

• l’agreement inter-observer tra le valutazioni “da remoto” del 

reviewers A, B e C, per stabilire l’accordo tra i tre esaminatori.  

 

La correlazione (tra il Reviewer A e B; tra il Reviewer B e C; tra il Revewer A e 

C rispettivamente), e con il “Gold Standard”, sono state calcolate mediante 

l’indice K di Cohen. L’indice di Cohen per la concordanza tra i tre Reviewer è 

stato applicato in caso o meno di disponibilità dell’OCT. L’interpretazione dei 

valori di Kappa è stato eseguito in accordo con le linee guida: k <0,2 = 
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concordanza molto bassa; k tra 0,2 e 0,4 = concordanza bassa; tra 0,41 e 0,61 

= moderata; tra 0,61 e 0,80 = buona; > 0,80 = eccellente. Una regressione 

lineare multipla e un test Anova del Delta dei dati Compass (considerata una 

variabile dipendente) del Delta della PIO e dell’età del paziente (come variabile 

indipendente) è stata calcolata. 

 

Come ultimo step, è stata valutata la precisione della struttura-funzione del 

Compass nello studio delle atrofie geografiche.   

L'atrofia geografica (AG) è una forma avanzata, progressiva e irreversibile, di 

degenerazione maculare senile (DMS) la cui prevalenza è stimata in circa 8 

milioni di persone in tutto il mondo [88]. Le aree atrofiche compaiono 

inizialmente nella retina peri-foveale e i pazienti non percepiscono problemi 

visivi poiché la loro visione centrale è ancora preservata. L’atrofia forma un 

anello attorno alla fovea, che può rimanere inalterata per vari anni, un 

fenomeno noto come risparmio foveale (“foveal sparing”)[89]. In questo caso, 

la fissazione retinica rimane centrale e stabile. Vari studi hanno riscontrato che 

le AG si ingrandiscono a velocità comprese tra 0,53 e 2,6 mm2/anno[89]. Non 

esiste attualmente alcun trattamento disponibile che possa arrestare o far 

regredire la progressione delle AG;  tuttavia, metodi diagnostici affidabili per 

monitorare la progressione dell'AG sono di notevole importanza anche per 

valutare l'efficacia di potenziali agenti terapeutici, per quanto riguarda i 

cambiamenti sia strutturali che funzionali. I metodi standard per la diagnosi e il 

follow-up della AG sono l'acuità visiva, la sensibilità al contrasto, la foto fundus 

a colori, le immagini autofluorescenza (AF) e infrarosso (IR), la tomografia a 

coerenza ottica (OCT), la microperimetria o la perimetria 10-2[90, 91] (Figura 

17). La microperimetria è attualmente l'indagine clinica di scelta per valutare le 

funzioni visive residue e la visione funzionale nelle malattie degenerative 

maculari, in particolare la GA[92].  La correlazione anatomico-funzionale sulle 

aree di AG è piuttosto inesplorata. Oggigiorno la microperimetria è il metodo 
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diagnostico più affidabile per stabilire la relazione struttura-funzione della AG; 

tuttavia, i dispositivi di microperimetria attualmente disponibili sul mercato non 

sono dotati di foto del fondo oculare sullo sfondo.  

Lo scopo di questo studio è stato di valutare una corrispondenza tra le immagini 

retiniche e la sensibilità perimetrica, entrambe fornite dal Compass. 

 
Figura 17. Imaging multimodale di AG: A) Heidelberg OCT di una AG mostra l’atrofia dell'EPR- 

freccia blu- e assottigliamento dell'IS /OS -freccia rossa- ottenuti con il dispositivo Heidelberg; 

B) AF di una lesione AG acquisita con dispositivo Heidelberg, vista come area scura 

ipofluorescente - freccia gialla-; C) L'immagine IR di una AG scattata con Compass mostra AG 
come una regione bianca e iperreflettiva - freccia gialla; D) foto fundus di AG realizzato con 

Compass. 

 

Questo studio è stato condotto presso la Clinica Oculistica dell'Ospedale San 

Paolo, Università di Milano, Italia, da aprile 2018 e giugno 2019. Il protocollo di 
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ricerca è stato approvato dal Comitato Etico Istituzionale dell’Ospedale San 

Paolo, ed eseguito in conformità con i principi della Dichiarazione di Helsinki.  

 Gli obiettivi dello studio erano: 

1) valutare l'accordo delle seguenti immagini per valutare la morfologia 

della AG: fotografia Compass true-color, Compass IR, Heidelberg 

Spectralis IR, Heidelberg Spectralis AF.  

2) quantificare la corrispondenza tra la sensibilità retinica perimetrica 

(SRP) e le seguenti immagini: fotografia Compass true-color, Compass 

IR, Heidelberg Spectralis IR, Heidelberg Spectralis AF.  

3) valutare la corrispondenza della SRP con le aree AF.  

Il protocollo dello studio era retrospettivo e trasversale. Tutti i pazienti sono 

stati sottoposti a un esame oftalmologico completo, inclusa la misurazione della 

migliore acuità visiva corretta (BCVA) mediante Scala di Snellen (conversione 

dell'acuità decimale in logMAR), SD-OCT, imaging AF e IR (Spectralis HRA + 

OCT, Heidelberg, Germania), e 10-2 Compass (Compass, Centervue, Padova, 

Italia) consistente in un campo visivo centrale di 10° sovrapposto al fondo 

oculare e all'imaging IR. Entrambi gli occhi, se adempienti ai criteri di 

inclusione, sono stati considerati per ciascun paziente. 

I criteri di inclusione clinici erano: 1) Età compresa tra 18 e 95 anni, con BCVA 

logMar ≥+0,1 (≥8/10 decimali) nell'occhio studiato; 2) refrazione sferica 

compresa tra -8D e + 8D nell'occhio preso in esame; astigmatismo tra -2D e + 

2D nell'occhio oggetto di studio; 3) nervo ottico sano in entrambi gli occhi 

(nessuna evidenza di aumento dell’escavazione, assottigliamento della RNR o 

“notching” emorragie del disco, assottigliamento delle FNR); 4) PIO inferiore a 

21 mm Hg in entrambi gli occhi. I criteri di esclusione clinici erano: 1) BCVA 

<0,8 Logmar; 2) presenza di cataratta C4-C5 secondo il Lens Opacities 

Classification System III; 3) storia di neovascolarizzazione coroideale e 



 60 

trattamento con anti-VEGF; 4) chirurgia oculare ad eccezione della chirurgia 

della cataratta non complicata in entrambi gli occhi eseguita meno di 6 mesi 

prima; 5) presenza di patologie che potessero influire sul campo visivo; 6) uso 

di farmaci che potenzialmente interferissero con la corretta esecuzione della 

perimetria. Tutti i test sono stati esaminati per individuare la presenza di 

artefatti, inclusi fissazione inappropriata, affaticamento, disattenzione o effetti 

di apprendimento, artefatti dati dalla palpebra superiore, qualsiasi evidenza di 

condizioni diverse dalla AG che potessero influenzare i risultati. Sono stati 

selezionati solo test affidabili. Per Compass, l'affidabilità era FP≤18%, BS≤ 

25%, FN≤ 30%; è stato rispettato un diametro pupillare medio durante il test> 

2,8 mm. 62 soggetti soddisfacevano i criteri di inclusione ed esclusione; sono 

stati esclusi 21 pazienti: 7 per fissazione instabile e 9 per esami Compass 

inaffidabili. 

1) Correlazione tra immagini retiniche 

Le immagini del perimetro Compass con foto fundus a colori come background 

sono state analizzate per valutare la curva ROC. L'immagine Compass è stata 

convertita in bianco/nero: i punti bianchi corrispondono alle aree atrofiche, 

quelli neri per le aree al di fuori delle regioni atrofiche, ovvero la retina sana. Le 

dimensioni delle immagini IR (sia Compass che Spectralis) e le immagini AF 

sono state omologate per ogni paziente, utilizzando lo strumento "Scale" con il 

software GIMP (www.gimp.org). In tal modo, l'area GA è stata tracciata 

manualmente e il conteggio dei pixel grigi (area) è stato eseguito utilizzando 

ImageJ (imagej.nih.gov). È stata applicata la correlazione di Pearson per 

confrontare l'estensione della AG ottenuta con questi due dispositivi. 

 

2) Correlazione struttura-funzione  

Al fine di valutare la concordanza tra struttura (con qualsiasi modalità di 

imaging) e sensibilità retinica perimetrica (SRP) con il Compass, le immagini 
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elaborate come descritto nel paragrafo precedente sono state poi sovrapposte 

alla griglia perimetrica (Figura 18). Sono state ottenute delle immagini TIFF, le 

quali sono state analizzate con il software Image J posizionando il cursore su 

ogni punto perimetrico e registrando la corrispondente scala di grigi (SG) 

dell'immagine del fondo oculare. È stata quindi calcolata la correlazione 

puntuale tra SG e SRP. 

 
 

Figura 18. Un esempio di "merging image", ottenuta utilizzando il software GIMP, dopo aver 

sovrapposto un perimetro Compass 10-2 con immagini Heidelberg IR (a sinistra) e AF (a 

destra). 

 

I dati sono stati in seguito esportati su Excel per creare i grafici ed è stato 

applicato un processo di binarizzazione (Black e White). Il codice B/W è stato 

assegnato basandosi sull'osservazione dei punti in corrispondenza del fondo 

AF e IR. Sono stati inoltre riportati i valori di Total Deviation e le percentuali di 

Pattern Deviation. 

L'analisi mirava a valutare: 

1. se la griglia Compass PRS fosse predittiva di un valore bianco dello 

sfondo del fondo oculare; 



 62 

2. se fosse presente un accordo tra le aree GA, misurate sia con 

Compass IR che con Heidelberg IR; 

3. se fosse presente una correlazione tra i punti della Scala di Grigi 

(SG) e della Total Deviation del Compass e le percentuali della 

Pattern Deviation (indice di correlazione) dopo la sovrapposizione 

del perimetro del Compass con le immagini AF e IR di Heideilberg 

rispettivamente. 

È stata eseguita una regressione logistica a effetti misti[93]. 

L'analisi di correlazione tra la Total Deviation e la Pattern Deviation 

è stata calcolata utilizzando un'analisi di correlazione non 

parametrica di Spearman. 

4. Le aree AG sono state misurate due volte dallo stesso operatore, 

al fine di valutare la variabilità test-retest. È stata calcolata la 

correlazione di Pearson tra le misurazioni di Heidelberg e 

Compass; quindi, è stata eseguita la correlazione tra le misurazioni 

intra-osservatore, con Compass e Heidelberg rispettivamente; 

5.  per quanto riguarda la correlazione tra la SRP di Compass e la 

scala di grigi su immagini IR e AF, è stata eseguita una correlazione 

di Pearson tra SG e i valori della Total Deviation e della Pattern 

Deviation. È stato realizzato un test t per campioni indipendenti per 

valutare la correlazione tra le regioni SG e B/W sia su AF che su 

sfondo IR, e tra SG e punti iper-fluorescenti su immagini AF. 

Il software R Statistical (R Core Team 2018) è stato utilizzato per eseguire le 

analisi statistiche. 

 

L’approccio clinico al glaucoma ha previsto l’analisi della superficie oculare 

(SO) in pazienti affetti da glaucoma asimmetrico.  
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Uno studio clinico trasversale è stato condotto presso la Clinica Oculistica 

dell'Ospedale San Paolo, dell’Università degli Studi di Milano da gennaio 2020 

a febbraio 2020. Il protocollo di ricerca è stato approvato dal Comitato Etico 

Istituzionale dell’Ospedale San Paolo, ed eseguito in conformità con i principi 

della Dichiarazione di Helsinki. Il consenso informato scritto è stato ottenuto da 

ciascun partecipante dopo una spiegazione completa degli obiettivi dello studio 

e delle sue procedure. Il principale criterio di inclusione clinico prevedeva adulti 

di entrambi i generi con diagnosi di glaucoma primario ad angolo aperto, 

trattato chirurgicamente con trabeculectomia in un occhio e in trattamento con 

colliri ipotonizzanti nell’occhio controlaterale. Per ogni paziente, è stato inoltre 

valutato l’occhio che mostrasse i segni clinici peggiori. I criteri di esclusione 

clinici sono stati: altre forme di glaucoma, DED (Dry Eye Disease) di natura 

neuropatica (causato da diabete, utilizzo di lenti a contatto da lungo tempo, 

precedenti infezioni oculari herpetiche, precedenti chirurgie oculari di altro 

tipo), sindrome di Sjögren e/o altre patologie autoimmuni, presenza di patologie 

corneali e di occhio secco di altra natura (congiuntiviti passate attive o 

cicatriziali, ustioni della SO, traumi oculari, cheratinizzazione del margine 

palpebrale e/o altre anomalie anatomiche e funzionali della palpebra), uso 

corrente di lenti a contatto, donne in stato di gravidanza e allattamento.  

 

È stata vagliata la storia medica dei pazienti affetti da glaucoma seguiti presso 

l’Ambulatorio Glaucoma dell’Ospedale San Paolo, e i pazienti adempienti ai 

criteri di inclusione sono stati contattati per partecipare a questo studio cross-

sectional. 

I pazienti arruolati sono stati sottoposti ai test che seguono nell’ordine descritto: 

1) Questionario Impact of Dry Eye on Everyday Life (IDEEL)  

2) Questionario OSDI (OSDI, Copyright 1995, Allergan Inc, Irvine, California, 

US).  

3) Osmolimetria del film lacrimale 

4) Esame del segmento anteriore eseguito alla lampada a fessura 
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5) Grading dell’iperemia congiuntivale  

6) Tear break-up time test (tBUT) 

7) Grading dello staining corneale 

8) Test di Schirmer  

 

-Il questionario IDEEL è composto da 57 domande suddivise in 3 diversi 

moduli. Una scala Likert a 4 punti viene utilizzata per tutti i moduli ad eccezione 

della "frequenza dei sintomi dell'occhio secco" che viene valutata su una scala 

Likert a 5 punti. Il formulario “Impatto dell'occhio secco sulla vita quotidiana” è 

composto da 3 sottomoduli: Impatto sulle attività quotidiane (9 formulari), 

Impatto emotivo dovuto all'occhio secco (12 formulari) e Impatto sul lavoro 

dovuto all'occhio secco (6 formulari). Una scala Likert a 5 punti è prevista per 

tutti gli elementi tranne lo "Situazione a lavoro" che viene valutato su una scala 

dicotomica "Sì" o "No". Il modulo Soddisfazione per il trattamento dell'occhio 

secco è costituito da due valutazioni comprensive di Soddisfazione per 

l'efficacia del trattamento (6 elementi) e Disturbo/inconveniente correlato al 

trattamento (4 elementi). Una scala Likert a 5 punti viene utilizzata per tutti gli 

elementi tranne "Uso collirio", che è stato valutato su una scala dicotomica "Sì" 

o "No ".[94] 

 

-Il questionario OSDI è stato somministrato al paziente da un'ortottista. Il 

punteggio OSDI varia da 0 a 100 (0-12, normale; 13-22, DED lieve; 23-32, DE 

moderato; 33 o più, DED grave). [144] L'OSDI è un questionario che include 

12 domande, suddivise in tre gruppi. Il primo gruppo contiene domande sui 

sintomi oculari della DED, il secondo sui sintomi oculari durante la visione della 

televisione o la lettura di un libro, e il terzo gruppo prevede quesiti sui sintomi 

oculari indotti da fattori ambientali. Ogni risposta è valutata su una scala da 0 

a 4, dove 0 indica nessuna delle volte; 1, qualche volta; 2, la metà del tempo; 

3, il più delle volte; 4, sempre. [95] 
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-L’osmolarità è stata misurata mediante il dispositivo i-Pen (I-MED Pharma Inc., 

Dollard-des-Ormeaux, QB, Canada). Il campione lacrimale è stato raccolto dal 

menisco lacrimale della palpebra inferiore, mentre il paziente fissava verso 

l'alto. È stata prestata attenzione per evitare il contatto tra la sonda e il globo 

oculare. L’osmolimetria è stata realizzata almeno un'ora dopo l'ultima 

instillazione del collirio[96, 97]. 

 

-Classificazione dell'iperemia congiuntivale: è stata valutata l'intera iperemia 

congiuntivale bulbare alla lampada a fessura. Le scale di valutazione erano le 

seguenti: 0 (nessuna: nessuna iperemia nella congiuntiva bulbare), 1 (lieve: 

dilatazione di alcuni vasi sanguigni congiuntivali (2 o 3)), 2 (moderata: 

dilatazione di molti vasi sanguigni congiuntivali (≤4 a 9 vasi)) o 3 (grave: 

dilatazione di tutti i vasi sanguigni congiuntivali (≥10 vasi))[98]. 

-Il tBUT è stato misurato determinando l'intervallo di tempo tra la fine 

dell'ammiccamento e la rottura della lacrima. Il tBUT è stato eseguito dopo aver 

diluito 2 strisce su 0,5 ml di soluzione salina e aver instillato con la pipetta 5 

microlitri di soluzione di fluoresceina di sodio al 5% priva di conservanti nel 

tarso congiuntivale inferiore. Gli spazi scuri nel film lacrimale fluorescente (visti 

sulla lampada a fessura con un ingrandimento 10X utilizzando l'illuminazione 

blu cobalto) erano indicativi di rottura lacrimale[99]. 

-Scala di Oxford: dopo l'instillazione di una goccia di fluoresceina, l'occhio viene 

esaminato con la lampada a fessura utilizzando il filtro blu. Per osservare e 

valutare la colorazione sull'intera SO, è importante che l'esaminatore sollevi 

leggermente la palpebra superiore del paziente. Il sistema Oxford utilizza una 

scala composta da una serie di sei gradi, ordinata da A ad E in ordine di gravità 

crescente. In ogni grafico, la colorazione è rappresentata da una 

punteggiatura. Per valutare la colorazione, vengono effettuati confronti tra i 

disegni ufficiali e l'aspetto della colorazione sulla congiuntiva interpalpebrale 

esposta e sulla cornea del paziente.[99] 
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-Il test di Schirmer è stato eseguito senza anestesia, 15 minuti dopo il test della 

fluoresceina corneale, in una stanza scarsamente illuminata. Mentre il paziente 

guardava verso l'alto, una striscia sterile è stata inserita nel sacco congiuntivale 

inferiore sopra il terzo temporale del margine palpebrale inferiore. Dopo 5 

minuti la striscia è stata rimossa e l’assorbimento lacrimale sulla striscia (in 

millimetri) è stato misurato.[100] 

I dati di entrambi gli occhi sono stati studiati e confrontati mediante t-test per i 

dati appaiati. È stata calcolata la correlazione tra i questionari. Le correlazioni 

tra i questionari e i parametri ottenuti dai due occhi sono state calcolate al fine 

di valutare se i risultati del questionario fossero influenzati maggiormente da 

Trab Eye, Med Eye o dall'occhio che mostrasse i sintomi peggiori. Wilcoxon 

Signed Rank è stato applicato per analizzare la differenza di osmolimetria, 

tBUT e test di Schirmer tra Med eyes e Trab Eyes; la correlazione di Pearson 

è stata realizzata per calcolare le correlazioni tra i parametri della SO, e tra le 

variabili di SO e la quantità di principi attivi, dei conservanti e la durata della 

terapia in Med Eyes. 

 
Risultati 
 

Per quanto riguarda la creazione del database normativo 30-2, 170 soggetti 

sani sono sottoposti al campo visivo 30-2 Compass. 78 erano uomini e 92 

erano donne. L’età media era 49,87±8,48; la sensibilità retinica nella fovea era: 

35,12dB ±2,47; l’MS: 34,69 dB ± 9,52; il tempo di esecuzione è stato: 7’5,02 ± 

5’1,57; la correzione ottica (sferica) media: 0,05 diottrie ±0,39 (Figura 19). 

 

L’analisi sulla variabilità test-retest, ha previsto 18 pazienti esaminati, 8 donne 

e 10 uomini. L’età media è stata: 65,0±9,9; 6 persone presentavano un MD tra 

-6 e 0; 6 persone presentavano un MD tra -12 e -6; 6 persone presentavano 

un MD<-12 (Tabella 3). La durata media del test è stata: 8’:21±1:20; la 
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distribuzione MSs:19,52 [5,17; 28,63]; la distribuzione dB MDs:-8,31 [-22,03; -

0,52] dB (Tabella  4 e 5). 

I risultati sono riassunti nei grafici inseriti nelle figure 20,21,22. 

 

 
Figura 19. Scatterplot dei valori della sensibilità retinica (espressi in deciBel) 

 

 

Sito Nome del 
sito 

N  -6 <= MD <= 
0  

 -12 <= MD < -
6  

MD < -
12  

1 ROMA 21 /18 

(117%) 

8 5 8 

2 UDINE 18/18 

(100%) 

3 2 1 

3 PARIGI - - - - 

4 BELGIO - - - - 

5 MILANO 18 / 18 

(100%) 

6 6 6 

Tabella 3. Distribuzione dei test eseguiti nelle varie sedi.  
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Tabella 4. La presente tabella mostra I parametri in studio (numero di occhi, età media, durata 

media del test, MS e MD) 

 

 

 

 

 

Pazienti (N=36) 

Screening  8’:31’’ ± 1:31  Media totale 
Baseline  8’:22’’ ± 1:24 8’:21’’ ± 1:20 

Follow-up 1 8’:20’’ ± 1:18 

Follow-up 2  8’:15’’ ± 1:19 

Follow-up 3 8’:28‘’± 1:25 

Follow-up 4 8’:17’’ ± 1:18 
Tabella 5. Questa tabella mostra la durata media dei campi visivi “New Grid” per ogni visita. La 

durata dell’esame non sembra essere influenzata dall’effetto apprendimento.  

 

Nome 

del sito 

N 

(occhi) 

Età media Durata media 

del test 

MS dB  MD 

dB  

ROMA 21 66,2 ± 9,7 8:27 ± 1:23  19,36  -8,43 

UDINE 18 6,7 ± 8,3 8:31 ± 0:55 18,5  -9,59  

MILANO 18 62,3 ± 12 7:59 ± 1:26 20,55 -7,19 
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Figura 20. Il presente grafico mostra la Mean Absolute Difference dei 18 pazienti reclutati 

presso l’Ospedale San Paolo (espressa in dB sull’asse delle ordinate) riportata per ogni 

follow up (visita nell’asse delle ascisse). 

 

Figura 21. a.  Boxplot che riporta la variabilità test-retest nel gruppo di pazienti studiato: 

nell’asse delle ordinate la Mean Average Difference e nell’asse delle ascisse il numero di 
campi visivi effettuati; b. Nell’asse delle ordinate la Mean Average Difference e nell’asse delle 

ascisse il numero di campi visivi effettuati senza i tre outliers identificati. 
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Figura 22. Plot Bland-Altman della variabilità test-retest di ogni coppia di campi visivi. Nell’asse 
delle ascisse è presente la media (average: “AVG”); nell’asse delle ordinate la differenza della 

Mean Sensivity (DIFF MS) per ogni campo visivo.  

 

 

Per la valutazione dell’agreement “da remoto” tra i tre Reviewers, un totale di 

63 occhi è stato arruolato nel presente studio (63 pazienti: 36 maschi, 27 

femmine; età media: 68,4±12,0 anni). 31 occhi destri; 32 occhi sinistri. 

La media dei valori di PIO nella Visita 1 è 14,31±3,3; la media dei valori del MD 

nella Visita 1 è -11,9±7,0. 98,4% ha eseguito la foto a colori durante la Visita 

1; 1,6% non ha eseguito la foto fundus durante la Visita 1. Il 96,8% non ha 

presentato la stereo foto del fundus alla Visita 1; 3.2% ha presentato la stereo 

foto del fundus alla Visita 1. Il 60,3% dei pazienti ha effettuato l’OCT delle FNR 

durante la prima visita; il 39,7% non ha realizzato l’OCT delle FNR durante la 

prima visita. 

I valori medi di PIO nella Visita 2 sono 14,7±5,2; la media del MD nella Visita 2 

è -12,4±7,1. Il 100% dei pazienti ha eseguito la foto a colori del fundus e la  
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stereo foto della retina.  Il 27% dei pazienti ha eseguito lo SD-OCT; il 73% dei 

pazienti non ha realizzato lo SD-OCT. Il 3,2% dei pazienti ha eseguito un 

campo visivo 10-2; il 19,0% ha realizzato una perimetria 24-2; il 77,8% ha fatto 

una campimetria “New-Grid”. L’intervallo di tempo medio (espresso in mesi) tra 

la prima e la seconda visita è stato 24,1±9,5 mesi. 

 

La concordanza tra il Reviewer A e il Reviewer B durante la Fase 1 è elevata 

(kappa =0,88); la correlazione tra il report clinico del Reviewer A e la vautazione 

del Reviewer B è molto alta (kappa = 0,99). Le valutazioni realizzate dal 

Revisore A e dal Revisore C durante la Fase 1 ha mostrato un ottimo 

agreement (kappa = 0,96); la correlazione tra il revisore A e il revisore C nella 

seconda fase è eccellente (kappa = 0,96). La concordanza tra il revisore B e il 

revisore C è significativa (kappa = 1,0). La concordanza tra la Fase 1 e la Fase 

2 del revisore A è totale (kappa = 1,00) – Tabella 6. L’agreement tra il Reviewer 

A, B e C è riportato nella tabella sotto.  

 

 

 

Tabella 6. La presente tabella mostra i K di Cohen degli agreement tra i vari Reviewers. 

 

 Reviewer A         
- da remoto - 

Reviewer B Reviewer C 

Reviewer A         
- da remoto - 

1,00 0,88 0,96 

Reviewer A             
- in vivo - 

1,00 0,99 0,96 

Reviewer B 0,88 1,00 1,00 

Reviewer C 0,96 1,00 1,00 
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Pazienti senza OCT 

La concordanza tra il revisore A e il revisore B nella prima fase è elevata (kappa 

=0,82); la valutazione realizzata dal Revisore A e dal Revisore C durante la 

Fase 1 ha mostrato un buon accordo (kappa = 0,81). L'agreement tra il revisore 

A e il revisore B durante la fase 2 è significativo (valore kappa = 0,80).  

L’agreement tra il report realizzato dal Reviewer C e il Reviewer B con OCT, 

rispettivamente, ha mostrato un ottimo accordo (kappa = 0,90). La 

concordanza tra la valutazione “da remoto” effettuata dal Revisore C e le visite 

cliniche del Revisore A è stata eccellente (kappa = 0,96). L'accordo tra l’esame 

“da remoto” effettuato dal revisore A e la visita medica del revisore A è 

moderato (kappa = 0,75).  L’agreement tra il Reviewer A, B e C utilizzando 

l’OCT è riportato in basso- Tabella 7. 

 

 

Tabella 7. La presente tabella mostra i K di Cohen degli agreement trai vari Reviewers 

utilizzando l’OCT.  

 

 

 

 Reviewer A        
 -da remoto- 

Reviewer B Reviewer C 

Reviewer A 
-da remoto- 

1,00 0,82 0,81 

Reviewer A 
-in vivo- 

0,75 0,80 0,96 

Reviewer B 0,82 1,00 0,90 

Reviewer C 0,81 0,90 1,00 
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Pazienti con OCT 

La correlazione tra il revisore A (remoto) e B era molto alta (kappa = 0,96). È 

stata riscontrata una buona correlazione tra il Revisore B e l'esame clinico 

realizzato dal Revisore A (kappa = 0,96). L’agreement tra il Reviewer C e il 

Reviewer B nella Fase 1 è totale (kappa = 1,0). La concordanza tra il Reviewer 

C e il Reviewer A nella Fase 1 è molto buona (kappa = 0,95); la correlazione 

tra il Reviewer A e il Reviewer C nella Fase 2 è eccellente (kappa =0,90). Un 

alto agreement tra le valutazioni realizzate tra il Reviewer A in entrambe le fasi 

è presente (kappa = 0,97). La concordanza tra il Reviewer B e C è totale 

(kappa=1,0)- Tabella 8.  L’agreement tra il Reviewer A, B e C senza l’utilizzo 

dell’OCT è riportato in basso. 

 
 

Tabella 8. La presente tabella mostra i K di Cohen degli agreement tra i vari Reviewers senza 

l’utilizzo dell’OCT. 

 

La regressione lineare del delta della PIO e dell'età del campione è stata in 

grado di spiegare solo lo 0,4% della varianza complessiva della variabile 

dipendente (Delta Compass). Allo stesso modo, il test ANOVA ha mostrato 

come entrambe le variabili (Delta IOP ed Età) abbiano avuto un effetto positivo 

sul Delta Compass, ma non statisticamente significativo (valore p=0,895). 

 Reviewer A      
 -da remoto- 

Reviewer B Reviewer C 

Reviewer A  
 -da remoto- 

0,97 0,96 0,95 

Reviewer A  
 -in vivo- 

0,97 0,96 0,90 

Reviewer B 0,95 1,00 1,00 

Reviewer C 0,81 1,00 1,00 
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Come ultimo step, è stata valutata l’applicazione dell’apparecchio Compass 

nello studio delle atrofie geografiche retiniche, ai fini di stabilire la precisione 

nell’identificare le regioni di sensibilità retinica alterata. 

56 occhi di 43 partecipanti sono stati arruolati in questo studio. 30 erano 

femmine e 13 maschi; l'età media era 79,31±9 anni e BCVA 0,5±0,32 (LogMar); 

MD era -8,54±6,46 dB e PSD 7,72±3,38 dB (Figura 23). Le caratteristiche 

demografiche dei pazienti sono riportate nella Tabella 9. 

 

 

CARATTERISTICHE TOTALE 

Età 79,31± 9,3  

Caucasici 41 

Ispanici 1 

Europei dell’Est 1 

Occhi destri/Sinistri  29/27 

Donne/Uomini 30/13 

Acuità visiva 0,48 ± 0,33 

Tabella 9. Caratteristiche demografiche dei pazienti  

 

 

 

 

 



 75 

- Correlazione tra area GA utilizzando Compass e Heidelberg IR  

La media dell'area GA vista su Compass IR era 30,7 µm2 ± 26,7 (misura 

1) e 31,4 µm2± 26,9 (misura 2); la media della dimensione GA esaminata 

su Heidelberg IR era di 41,0 µm2±30,7 (misura 1) e 40,9 µm2±30,2 

(misura 2). 

La correlazione tra le misurazioni Compass 1 e Heidelberg 1 era 

significativa (p=0,01); la correlazione tra Compass 2 e misurazioni di 

Heidelberg 2 era significativa (p = 0,01); la correlazione tra i test intra-

osservatore Compass era significativa (p= 0,00); la correlazione tra gli 

esami intra-osservatore Heidelberg era significativa (p = 0,00).  

- Correlazione tra SRP Compass e immagini Heidelberg AF 

Sono state effettuate 1173 misurazioni, di cui 76,1% nere e 23,4% 

bianche; 6 non mostravano alcun valore di bianco o nero (Figura 24). La 

media di SRP era 20,9±9,1; la media della Pattern Deviation è stata del 

3,5%±2,1; la media di SG era 121,5 ± 54,5.  

È stata trovata una correlazione significativa di SG con SRP e Pattern 

Deviation rispettivamente (valore p <0,00). La correlazione tra SG e le 

variabili B/W era significativa (valore p=0,00) -Tabella 10. 

-Correlazione tra SG e punti iper-autofluorescenti Heidelberg 

È stata trovata una correlazione significativa tra SG e PRS Compass e 

la deviazione dal pattern dei bordi iper-autofluorescenti (valore p=0,00). 

La correlazione tra i punti iper-autofluorescenti SG e le variabili B/W non 

era significativa (valore p = 0,4) -Tabella 10. 

-Correlazione tra SG e Heidelberg IR 

Sono state effettuate 1175 misurazioni, di cui 18,6% nere e 80,9% 

bianche; 6 che non mostravano alcun valore Black o White (Figura 24). 
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La media della PRS era 21,6±9,3; la media dei valori di Pattern Deviation 

era del 3,6%±2,0%; la media di SG era 155,7±49,3. È stata trovata una 

correlazione significativa tra SG e Total Deviation e Pattern Deviation 

rispettivamente (valore p <0,001). La correlazione tra SG e le variabili 

B/W era negativa e significativa (valore p = 0,002) -Tabella 10.  

- Correlazione tra SRP del Compass e foto fundus 

Il punteggio AOU-roc era fortemente significativo (93,4%). La 

correlazione tra la deviazione totale e la deviazione dal pattern è stata 

positiva e significativa (p = 0,00) (Figura 25). 

 

La media dei FP è stata di 2,1±11,0; la media dei FN era 8,0±8,9; la media dei 

BS era 0,04±0,7; la dimensione media della pupilla era di 4,3 ± 1,7 mm; la 

durata media del campo visivo è stata di 8,9±2,5 minuti; la media della 

sensibilità foveale era 25,4±8,3. 49 mostravano risparmio foveale: 5 occhi 

mostravano assenza di risparmio foveale. 

K Cohen tra foto fundus Compass e Compass IR era 0,739; K Cohen tra foto 

fundus Compass e Heidelberg AF era -0,132; K Cohen tra foto fundus 

Compass e Heidelberg IR era 0,714; K Cohen tra Compass IR e Heidelberg 

AF era -0,133; K Cohen tra Compass IR e Heidelberg IR era 0,841 (Figura 25).  

 

Abbiamo testato un campo visivo di 10 ° che corrisponde a 3000 μm di diametro 

e 14,15 mm2 di area retinica; l'area retinica approssimativa coperta da ciascun 

punto testato era 14,15 / 34 = 0,21 mm2. 
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 n PRS Pattern 

Deviation 

B/W 

SG di AF 1167 R=0,28 

p=0,00 

R=0,15 

p=0,00 

R=0,02 

p=0,00 
SG dei punti 

iperautofluorescenti AF 

184 R=0,14 

p=0,06 

R=0,05 

P=0,00 

R=0,42 

p=0,45 

SG di IR 1170 R= -0,15 

p= 0,00 

R=-0,13 

p=0,00 

R=0,00 

P=0,00 

 
Tabella 10.  Correlazioni tra punti totali, iper-fluorescenti e scale di grigi (SG) di 

Heidelberg AF e IR con “scores” e Pattern Deviation del Compass, rispettivamente. 

 

Di seguito vengono riportati i grafici relativi alle singole variabili. 

 

Figura 23. Istogramma descrittivo degli “scores” del Compass (indicato con numeri).  
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Figura 24. a. Grafico a torta sulla prevalenza delle variabili B and W nelle foto fundus Compass 
(CMP) nella popolazione dello studio. In rosso sono indicate le variabili “White” e in blu le 
variabili “Black”; b. grafico a torta sulla prevalenza delle variabili B and W nell’infrarosso del 
Compass nella popolazione dello studio. In rosso sono indicate le variabili “White” e in blu le 
variabili “Black”; c. grafico a torta sulla prevalenza delle variabili B and W nell’infrarosso 
Heidelberg nella popolazione dello studio. In rosso sono indicate le variabili “White” e in blu le 
variabili “Black”; d. grafico a torta sulla prevalenza delle variabili B and W nell’autofluorescenza 
Heidelberg nella popolazione dello studio.  In rosso sono indicate le variabili “White” e in blu le 
variabili “Black” 
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Figura 25. A. Curva di Roch rappresentante il K Cohen tra la foto del fondo oculare Compass 
e Compass IR: K=0,739; B. Curva di Roch rappresentante il K Cohen tra la foto del fondo 

oculare Compass e Heidelberg AF: K= -0,132; C. Curva di Roch rappresentante il K Cohen tra 

foto fundus Compass e Heidelberg IR: K=0,714; D. Curva di Roch rappresentante il K di Cohen 

tra Compass IR e Heidelberg IR: K=0,841. 

 

Nello studio relativo alla valutazione della SO in pazienti glaucomatosi, sono 

stati inclusi 17 pazienti con una storia di trabeculectomia effettuata su un occhio 

e sotto terapia medica ipotonizzante nell'altro occhio. 11 pazienti erano maschi, 

l'età era di 67,7±12,6 anni; 15 soggetti erano caucasici, 1 ispanica, 1 africano. 

La chirurgia è stata eseguita su 8 occhi destri e 9 occhi sinistri; l'intervento 

chirurgico è stato eseguito 31,6 +/- 39,0 (range giugno 2006-ottobre 2019) mesi 

prima della conduzione dello studio. La durata del trattamento medico sull'altro 

occhio è stata di 34,7 +/- 37,8 mesi (intervallo: giugno 2016-febbraio 2020). La 
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distribuzione dei trattamenti per abbassare la PIO sull'altro occhio è riportata 

nella tabella 11.  

 

Molecole (esposizione quotidiana mg/die ) Percentuali 

DORZOLAMIDE BID +TIMOLOLO  

Combinazione FISSA 2vv/die (1,35) 

47% 

 BIMATOPROST+TIMOLOLO 

Combinazione FISSA (0,05) 

18% 

BRINZOLAMIDE BID (0,25) 6% 

BRINZOLAMIDE+BRIMONIDINA  

Combinazione FISSA 2vv/die (0,062) 

6% 

DORZOLAMIDE BID (0,925) 12% 

TAFLUPROST (0,1) 5% 

TIMOLOLO BID (0,1) 6% 

TRAVOPROST (0,01) 6% 
Tabella 11. Distribuzione dei trattamenti ipotonizzanti 

 

Confrontando Trab Eyes e Med Eyes, è stata trovata una differenza 

statisticamente significativa per quanto riguarda l'iperemia (p = 0,0006) e lo 

staining corneale (p=0,04), che mostrano risultati migliori nei Trab Eyes. 

Nessuna differenza statisticamente significativa è stata trovata per 

osmolimetria, tBUT, test di Schirmer – Tabella 12.  La correlazione tra IDEEL 

e OSDI era R = 0,56; p = 0,02. 
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Tabella 12. Risultati dei questionari e dei parametri della SO. 

 

 

Le correlazioni tra i parametri oculari nei Med Eyes sono riassunte nella tabella 

13.  

 

 

 

 

 

 

Parametri  Trab Eyes  
Media +/- SD 

Med Eyes 
Media +/- SD 

 p value 

Questionario IDEEL  52,8±44,4  

Questionario OSDI  8,6±7,8  

Osmolimetria (	µOsm) 307,1±16,1 310,9±22,5 p= 0,5 

Iperemia congiuntivale 0,94±0,9 1,47±1,1 p=0,0 

tBUT (sec) 5,9±3,8 4,6±3,08 p= 0,1 

Positività della Scala di 
Oxford (n) 

6 9  

Oxford Scale 0,82±1,1 1,3±1,4 p=0,04 

Test di Schirmer (mm) 11,82±8,7 11,64±7,3 p= 0,8 
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 TFO dei 
MedEyes 

tBUT 
Med 
Eyes 

Schirmer 
Med Eyes 

IDEEL OSDI Iperemia 
congiuntivale  

Corneal 
Staining 
(Oxford 
Scale) 

TFO dei 
Med Eyes 

 

1 R=-0,13 
p=0,61 

R=0,48 
p=0,04 

R=0,06 
p=0,82 

R=0,10 
p=0,70 

R=0,01 
p= 0,96 

R=0,31 
p=0,23 

tBUT dei 
Med Eyes 

   
R=-0,27 
p=0, 29 

 
R=-0,15 
p=0,55 

 
R=0,14 
p=0,57 

 
R=-0,09 
p= 0,73 

 
R=-0,17 
p=0,51 

Schirmer 
dei Med 
eyes 

   
R=0,37 
p=0,13 

R=0,2 
p=0,370 

R= 0,06 
p=0,08 

R=0,02 
p=0,92 

IDEEL      
R=0,56 
p=0,02 

R=0,38 
p=0,13 

R=0,43 
p=0,09 

OSDI       
R=0,23 
p=0,37 

 
R=0,47 
p=0,06 
 

Tabella 13. Le correlazioni tra i parametri oculari in Med Eyes.  

 

 

Le correlazioni tra i parametri oculari nei Trab Eyes sono riassunte nella tabella 

14.  
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Tabella 14. Le correlazioni tra i parametri oculari nei Trab Eyes.  

 

Le correlazioni tra i questionari e i parametri della SO negli occhi migliori (Best 

Eyes) sono riportate nella tabella 15. 

 

 OSDI IDEEL 
TFO R=0,09 p= 0,72 R=0,11 p= 0,68 

tBUT R=0,05 p= 0,83 R= -0,11 p= 0,68 

Schirmer R=0,01 p=0,95 R= 0,28 p=0,28 

Iperemia congiuntivale R=0,28 p= 0,28 R=0,57 p= 0,02 

Corneal staining 
(Oxford Scale) 

R= 0,45 p=0,06 

 

R= 0,62 p=0,01 

Tabella 15. Correlazioni tra i parametri negli occhi migliori. 

 TFO dei 
Trab 
Eyes 

tBUT dei 
Trab 
Eyes 

Schirmer 
dei Trab 
Eyes 

IDEEL OSDI Iperemia 
congiuntivale 

Corneal  

staining  

(Oxford 
Scale) 

TFO dei 
Trab Eyes 
 
 

 R=-0,49 

P=0,04 

R=0,17 

P=0,51 

R=0,06 

P=0,8 

R=0,13 

P=0,59 

R=0,06 

P=0,80 

R=0,13 

P=0,61 

tBUT dei 
Trab Eyes 

   R=-0,23 

P=0,36 

R=-0,3 

P=0,2 

R=0,11 

P=0,65 

R=-0,20 

P=0,44 

R=0,03 

P=0,90 

Schirmer 
dei Trab 
Eyes 

   R=-0,1 

P=0,5 

R=0,09 

P=0,72 

R=-0,19 

P=0,46 

R=-0,12 

P=0,64 

IDEEL 
 
 

    R=0,56 

P=0,02 

R=0,57 

P=0,02 

R=0,62 

P=0,01 

OSDI 
 
 

   

 

  R=0,28 

P=0,28 

R=0,47 

P=0,06 
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E gli occhi peggiori sono riportati nella tabella 16. 

 

Tabella 16. Correlazioni tra i parametri negli occhi peggiori. 

 

Per quanto riguarda l’analisi di correlazione, l'epiteliopatia è stato il parametro 

che ha influenzato i questionari in modo più coerente. Al fine di analizzare 

meglio i fattori che influenzano i punteggi dei questionari, abbiamo quindi diviso 

la coorte di studio in 3 gruppi a seconda della presenza del difetto epiteliale: 

colorazione bilaterale (n=5), colorazione unilaterale (n=5) e nessuna 

colorazione (n=7). Il punteggio del questionario IDEEL nel gruppo di 

colorazione bilaterale era 56,4±46,0; l'OSDI nel gruppo di colorazione bilaterale 

era 7,8±7,6. La media del questionario IDEEL nel gruppo di colorazione 

unilaterale era 54,7±44,8; l'OSDI nel gruppo della colorazione unilaterale era 

6,5±7,3. La media del questionario IDEEL nel gruppo della colorazione assente 

era 50,6±46,9; L'OSDI nel gruppo della colorazione assente era 8,5 ± 7,8 

La correlazione tra la quantità di molecole utilizzate per la terapia e l’iperemia 

congiuntivale è risultata significativa (p=0,006); la correlazione tra il 

questionario OSDI e la durata della terapia è risultata moderata (p=0,07). 

Tabella 17. 

 

 OSDI IDEL 

TFO R=0,23 p= 0,38 R=0,26 p= 0,32 

tBUT R=0,58 p = 0,01 R= 0,14 p= 0,58 

Schirmer R=-0,01 p=0,95 R= 0,00 p=0,98 

Iperemia congiuntivale R=0,27 p= 0,30 R=0,38 p= 0,13 

Corneal staining 
(Oxford Scale) 

R= 0,32 p=0,21 

 

R= 0,43 p=0,09 
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 TFO tBUT  IDEEL OSDI Schirmer 
test 

Iperemia 
congiuntivale 

Staining 
corneale 

Totale delle 
molecole/die 

R=0,10 

p=0,68 

R=-0,15 

p=0,55 

R=0,21 

p=0,41 

R=0,13 

p=0,61 

R=0,27 

p=0,29 

R=-0,04 

p=0,87 

R=0,22 

p=0,38 

Quantità dei 
conservanti 

R=0,23 

p=0,35 

R=-0,31 

p=0,22 

R=-0,11 

p=0,66 

R=0,05 

p=0,82 

R=-0,09 

p=0,72 

R=-0,47 

p=0,06 

R=0,05 

p=0,82 

Durata della 
terapia 

 

R=-0,19 

p=0,44 

 

R=0,08 

p=0,76 

 

R=-0,24 

p=0,34 

 

R=0,22 

p=0,03 

 

R=-0,25 

p=0,32 

 

R=0,12 

p=0,64 

 

R=-0,35 

p=0,16 

Tabella 17. Correlazioni tra il quantitativo di molecole, il totale dei conservanti e la durata della 

terapia con tutte le variabili prese in esame nello studio. 
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APPROCCIO BIOCHIMICO- MOLECOLARE AL GLAUCOMA 
 
Materiali e metodi 
 
ANALISI DELLA CONNESSINA 43 CON METODO ELISA  

 

La prima analisi molecolare è stata l’analisi della Connessina (Cx) 43, 

maggiormente implicata sia nel processo di neurodegenerazione, sia nel 

blocco dell’outflow dell’umore acqueo a livello trabecolare. 

Il presente studio è stato svolto presso la Clinica Oculistica dell’Ospedale San 

Paolo in collaborazione con il Dipartimento di Biochimica, Università di Milano. 

Il protocollo di ricerca è stato approvato dal Comitato Etico Istituzionale 

dell’Ospedale San Paolo, ed eseguito in conformità con i principi della 

Dichiarazione di Helsinki. I pazienti sono stati arruolati tra coloro che sono stati 

sottoposti ad intervento di cataratta tra il 18 gennaio 2021 e il 3 febbraio 2021.  

Uno studio caso-controllo prospettico è stato realizzato: lo studio consiste 

nell’analisi di un campione di 0,2 µl di umor acqueo, prelevato da 6 occhi di 

pazienti affetti da glaucoma, e 5 occhi di pazienti privi di patologie oculari, 

durante l’intervento di facoemulsificazione del cristallino ed impianto della IOL 

(Figura 26). Al momento della visita, è stata raccolta l’anamnesi generale, 

oftalmologica e familiare, confermate successivamente dall’analisi delle 

cartelle cliniche.  Sono stati inclusi nello studio pazienti affetti da cataratta e 

glaucoma (sia GPAA che GAC) o ipertono oculare, necessitanti di un intervento 

chirurgico di facoemulsificazione del cristallino. I criteri di esclusione clinici 

sono stati: essere affetti da altre forme di glaucoma (neovascolare, uveitico, 

etc.), degenerazione maculare senile attiva, recenti iniezioni intravitreali di anti-

VEGF o desametasone, retinopatia diabetica, uveiti anteriori o posteriori, 

recente intervento chirurgico per distacco di retina con presenza o meno di olio 

di silicone in camera vitrea, recenti traumi oculari, infezioni attive del segmento 

anteriore, pazienti riceventi terapia di lunga data a base di corticosteroidi topici.  
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La preparazione all’intervento chirurgico a base di betametasone in gocce 

oculari-da somministrare il giorno precedente all’operazione-non è stata 

eseguita. In seguito a somministrazione di Novesina in collirio monodose, si è 

proceduto alla disinfezione del campo operatorio prima, con Iodopovidone 10% 

per 15 minuti e del fornice congiuntivale dopo, con Iodopovidone 5% per 3 

minuti.  

 

 

i 
Figura 26. Intervento di facoemulsificazione del cristallino. 

 

Prima di effettuare l’accesso di servizio, si è introdotta una siringa con ago da 

insulina in camera anteriore e si è prelevato un campione di 0,2 µl di umore 

acqueo, che è stato, successivamente, instillato in una provetta di laboratorio. 

Per effettuare le analisi, è stata utilizzata la sandwich enzyme-linked immuno-

sorbent assay technology con kit ELISA Abbexa (Abbexa, Cambridge, Regno 

Unito). Un anticorpo è stato rivestito su una piastra 96-well. Soluzioni standard, 

campioni e il reagente coniugato alla biotina sono stati aggiunti alla piastra e 

incubati. Il reagente coniugato all’HRPT è stato in seguito aggiunto, e il tutto è 

stato incubato. Gli anticorpi che non si sono legati, sono stati lavati via usando 

lo wash buffer. Un substrato TMB è stato usato per quantificare la reazione 

enzimatica HRP. Dopo aver aggiunto il substrato TMB, solo le piastre con un 
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quantitativo sufficiente GJA1 hanno prodotto un colore blu, dapprima, e giallo 

poi – in seguito all’aggiunta di soluzione acida stop. L’intensità del giallo è stata 

proporzionale alla quantità di GJA1 sulla piastra. La densità ottica (DO) è stata 

misurata spettrofotometricamente a 450 nm  con un lettore microplate, 

mediante il quale la concentrazione GJA1 può essere calcolata.  La soluzione 

standard è stata ottenuta con lo Standard Diluent Buffer; in seguito, è stato 

aggiunto il tamponante per ottenere la diluizione. Il tampone di lavaggio è stato 

diluito con acqua distillata. I due reagenti di rilevazione (A e B) sono stati 

preparati, con una soluzione di 1:100.  

 

Il protocollo di lavoro è stato il seguente: 

I componenti del kit ELISA e i campioni sono stati sistemati a temperatura 

ambiente (18 - 25 ° C) prima dell'uso. Una curva standard è stata tracciata per 

ogni test. 

1. I pozzetti standard, i campioni di prova e il controllo (zero) sono stati 

impostati rispettivamente sulla piastra prerivestita, quindi le loro posizioni sono 

state registrate. Ogni standard e ogni campione sono stati misurati. 

2. 100 µL di ogni standard, controllo e campione sono stati aggiunti nei pozzetti 

appositi. La piastra è stata sigillata con un coperchio e incubata per 1 ora a 

37°C. 

3. Il coperchio è stato rimosso e il liquido inserito. 

4. 100 µl della soluzione di lavoro del reagente di rilevamento A sono stati 

aggiunti a ciascun pozzetto. La piastra è stata sigillata con un coperchio e 

incubata per 1 ora a 37°C. 

5. Il coperchio è stato rimosso e la soluzione eliminata. La piastra è stata lavata 

3 volte con 1X Wash Buffer. 

6. 100 µl di soluzione del reagente B sono state aggiunte in ogni pozzetto, 

sigillate e incubate a 37°C per 30 min. 

7. La soluzione è stata eliminata e la piastra è stata lavata 5 volte con il 

tampone di lavaggio. 
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8. 90 µl di TMB Substrate sono state aliquotate in ogni pozzetto. La piastra è 

stata sigillata con un coperchio e incubata a 37° C per 10-20 min.  

9. 50 µl di soluzione bloccante sono stati aggiunti a ciascun pozzetto e letti a 

450 nm. 

3 campioni con livelli bassi, medi e alti di Cx 43 sono stati testati rispettivamente 

20 volte su una piastra. 3 campioni con livelli bassi, medi e alti di Cx 43 sono 

stati testati su 3 piastre diverse, con 8 repliche in ciascuna piastra. La media 

delle doppie letture DO 450 per ogni standard di riferimento, campione e 

substrato è stata calcolata. La curva standard è stata tracciata con DO 450 di 

ciascuna soluzione standard di riferimento [Y] rispetto alla rispettiva 

concentrazione di ciascuna soluzione standard (X). La concentrazione di GJA1 

dei campioni è stata interpolata nella curva standard. 

Il test t di Student per campioni accoppiati è stato eseguito per valutare la 

differenza tra le medie della concentrazione di Cx43. La correlazione lineare di 

Pearson è stata applicata per le restanti correlazioni. 

 

APPROCCIO MOLECOLARE AL GLAUCOMA MEDIANTE METABOLOMICA 

 

Lo studio dell’analisi del vitreo mediante metabolomica, é stato realizzato 

presso la Clinica Oculistica dell’Università di Cagliari tra marzo e giugno 2021. 

Il protocollo di ricerca è stato eseguito in conformità con i principi della 

Dichiarazione di Helsinki. Il consenso informato scritto è stato ottenuto da 

ciascun partecipante dopo una spiegazione della natura dello studio. 16 

pazienti sottoposti a intervento di vitrectomia per distacco di retina 
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regmatogeno, trazionale, proliferativo, e peeling della membrana limitante 

interna sono stati arruolati nello studio (Figure 27-28). 

 

 

 

 
 

Figura 27. Posizione dei trocars nell'intervento di vitrectomia via pars plana 

 

 
Figura 28. Immagine del fondo oculare durante l’intervento di vitrectomia 

 

 

Da ciascun occhio è stato prelevato circa 1 ml di umor vitreo. A ciascun 

campione sono stati aggiunti 10 μL di una soluzione acquosa (10% in peso) di  

sodio azide (NaN3), per impedire la proliferazione batterica, dopodiché i 

campioni sono stati trasferiti nel freezer e mantenuti ad una temperatura 
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costante di -80 °C fino all’esecuzione dell’analisi avvenuta entro tre mesi dalla 

raccolta. Prima dell’analisi i campioni sono stati centrifugati a 12000 rpm per 

10 minuti e 4°C per eliminare eventuali residui solidi e sono stati filtrati con filtri 

da 30 kDa di cutoff molecolare (Amicon-30kDa; Merck Millipore, Darmstadt, 

Germania) mediante centrifugazione per 10 minuti a 12000 rpm e 4°C al fine 

di rimuovere macromolecole ed enzimi attivi. I filtri sono stati preventivamente 

privati del glicerolo mediante lavaggio con 500 μL di acqua distillata e 

centrifugazione per 10 minuti a 10000 rpm a temperatura ambiente per 15 

ripetizioni.  Per l’analisi 1H NMR, 300 μL di UV filtrato sono stati mescolati con 

400 μL di una soluzione di tampone fosfato 0.33 M (pH=7.4) in acqua deuterata 

(D2O 99,9%) contenente come standard interno il sale sodico dell’acido 3-

(trimetiylsilil) -2,2,3,3,d4 propionico (TSP, 98% D) ad una concentrazione 

1.30mM (concentrazione finale di 0.75 mM).  650 µl della soluzione così 

ottenuta sono stati trasferiti in un tubo NMR con diametro esterno di 5 mm. 
 

Analisi 1H-NMR 
 
Gli esperimenti 1H-NMR sono stati realizzati mediante l’utilizzo di uno 

spettrometro Varian 500 UNITY INOVA munito di autocampionatore con 50 

posizioni. Gli spettri 1H NMR sono stati acquisiti alla frequenza di 499,839 MHz 

con una sequenza 1D-NOESY che permette la soppressione del segnale 

residuo dell’acqua. Gli spettri sono stati registrati a 300 K con un’ampiezza 

spettrale di 6000 Hz, un pulso di 90° con un mixing time di 1 ms e un tempo di 

riciclo di 21.5 s e 128 scansioni. Prima della trasformata di Fourier i 

decadimenti a induzione libera (Free Induction Decay-FID) sono stati 

moltiplicati con un peso esponenziale equivalente a 0.5 Hz e zero a 64K. Tutti 

gli spettri sono stati riportati alla linea di base corretta utilizzando MestReNova. 
Dopo trasformata di Fourier del FID, la fase e la linea di base degli spettri sono 

state corrette con l’uso del software MestReNova (versione 9.0, Mestrelab 

Research S.L.). Lo spostamento chimico dei segnali NMR è stato riferito alla 
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risonanza dello standard interno (TSP, δ=0.00 ppm). L’assegnazione dei 

segnali NMR è stata effettuata sulla base del confronto con i dati di letteratura, 

l’aggiunta di standard noti e l’utilizzo del software ChenoMX. Gli spettri 1H-NMR 

hanno una dimensione di circa 17000 punti distribuiti su una regione spettrale 

di ampiezza pari a circa a 9 ppm. Mediante l’utilizzo del software MestReNova 

(Versione 5.2.5, MestrelabResearch), è stato possibile ridurre il set di punti 

(dati) relativo ad ogni spettro attraverso lo spectral binning, con suddivisione 

dello spettro in sub-regioni di ampiezza costante (nel nostro caso 0.04 ppm). 

All’interno della regione spettrale in esame, la porzione di spettro compresa tra 

4.5 e 5.1 ppm è stata eliminata a causa della presenza del segnale residuo 

dell’acqua. L’integrazione a bin nelle regioni spettrali selezionate ha portato ad 

una riduzione del numero di descrittori spettrali (variabili) da circa 17000 a 150. 
Per minimizzare le differenze di diluizione tra i diversi campioni l’area totale di 

ogni spettro è stata normalizzata a 100. La matrice dei dati spettrali è stata 

sottoposta ad analisi multivariata. Le analisi multivariate sono state eseguite 

utilizzando il software SIMCA (versione 13, Umetrics, Umeå, Svezia). Prima 

dell’esecuzione della PCA i dati sono stati scalati secondo il metodo Pareto.  
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Risultati del test ELISA per l’identificazione della Connessina 43 
 
Per quanto riguarda l’analisi della Cx 43 nell’umor acqueo, sono stati arruolati 

nello studio 11 pazienti, di cui 5 sani e 6 affetti da glaucoma. 11 occhi sono 

stati esclusi in quanto il campione di umor acqueo prelevato non è stato 

sufficiente ai fini della analisi di laboratorio.5 erano donne, 6 uomini, 4 occhi 

destri, 7 occhi sinistri. L’età media era 71,3±12,6, Tutti i pazienti erano di etnia 

caucasica. Il visus medio era 0,4 (LogMar)±0,2, la correzione media (in diottrie) 

era 2,2±1,7; la lunghezza assiale media era 23,9±2,9 mm; la PIO media prima 

dell’intervento era 13,1±1,9 mm Hg. La MD media era -9,0±8,9 dB; la PSD 

media era 5,6±5,5 dB; la VFI media era 79,5±24,7%.  

La media della PIO nel gruppo dei casi è stata 12,8±0,5; la media della 

lunghezza assiale nel gruppo dei casi è stata 24,7±1,2. La media della PIO nel 

gruppo dei controlli è stata 13,60±1,7; la media della lunghezza assiale nel 

gruppo dei controlli è stata 23,15±0,9 (Figura 29-30).  

 

Nella tabella 18 sono riassunte le caratteristiche di popolazione del campione.  

1 paziente del gruppo dei sani ha contratto l’infezione da Covid-19 nel mese di 

dicembre 2020. Nessuna alterazione è stata rilevata all’esame del fundus di 

tutti i pazienti. Un occhio presentava ambliopia. Un occhio aveva una storia di 

glaucoma acuto. Il 100% dei pazienti affetti da glaucoma effettuava terapia con 

colliri ipotonizzanti. Le molecole ipotonizzanti assunte dai malati di glaucoma 

sono riportate nella tabella 19. Nella figura 31 sono riassunte alcune 

caratteristiche di popolazione dei gruppi di studio. 

Una concentrazione media di 2,32±13,4 ng/ml è stata rilevata nell’umor acqueo 

dei soggetti sani; una concentrazione media di 4,02±3,8 ng/ml è stata rilevata 

nell’umor acqueo dei soggetti glaucomatosi (Figura 32).  

 

Una differenza non statisticamente significativa è stata riscontrata tra la 

concentrazione di Cx43 nei soggetti sani e i soggetti glaucomatosi (p=0,23). 
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Una correlazione non significativa è stata trovata tra la concentrazione di Cx43 

e il quantitativo di molecole ipotonizzanti assunte al giorno dai pazienti 

glaucomatosi (p=0,90). Una correlazione non significativa è stata trovata tra la 

concentrazione di Cx43 e l’MD del campo visivo (p=0,37). Una correlazione 

non significativa è stata trovata tra la concentrazione di Cx43 e il PSD del 

campo visivo (p=0,51). Una correlazione non significativa è stata evidenziata 

tra i valori di Cx43 e la PIO precedente all’intervento (p=0,53). Una correlazione 

non significativa è stata evidenziata tra i valori di Cx43 e la lunghezza assiale 

nel gruppo dei sani (p=0,97) e nel gruppo dei glaucomatosi (p=0,75). 
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 CASI CONTROLLI 
Ipertensione arteriosa 5 3 

Patologie cardiache 1 1 

Dislipidemia 2 2 

Diabete 1 1 

Osteoporosi 0 1 

Pregresse neoplasie 1 1 

Patologie tiroidee 1 0 

Terapia anticoagulante 1 2 

Ipertrofia prostatica 2 0 

Epatite 1 0 

Sindrome depressiva 2 0 

BPCO 0 1 

Progressa chirurgia addominale 1 1 

Intervento di cataratta 
controlaterale 

1 2 

Tabella 18. Caratteristiche metaboliche dei pazienti. 
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MOLECOLE PERCENTUALI 

 

CONCENTRAZIONE/DIE 

TAFLUPROST 16% 0,1 mg/ml 

TRAVOPROST  16% 0,03 mg/ml 

PILOCARPINA 

DUE VOLTE AL GIORNO 

16% 20 mg/ml 

BRINZOLAMIDE+TIMOLOLO 

(COMBINAZIONE FISSA)  

DUE VOLTE AL GIORNO 

 

33% 

 

30 mg/ml 

DORZOLAMIDE+TIMOLOLO 

(COMBINAZIONE FISSA)  

DUE VOLTE AL GIORNO 

 

50% 

 

50 mg/ml 

BIMATOPROST 33% 0,03 mg/ml 

BRIMONIDINA 

DUE VOLTE AL GIORNO 

33% 4 mg/ml 

BIMATOPROST 16% 0,1 mg/ml 

Tabella 19. Terapie anti-glaucoma assunte dal gruppo dei casi. 
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Figura 29. Piramide della popolazione concernente la frequenza della PIO nei casi 

e controlli. 

 

 
Figura 30. Piramide della popolazione concernente la frequenza della lunghezza 
assiale nei casi e controlli 
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Figura 31. a. Grafico a torta della frequenza dell’ipercolesterolemia tra i casi. In blu 

è indicata l’assenza e in rosso la presenza.  b. Grafico a torta della frequenza 

dell’ipercolesterolemia tra i controlli. In blu è indicata l’assenza e in rosso la 

presenza.  c. Grafico a torta della frequenza di un pregresso intervento di FACO 

controlaterale tra i casi. In blu è indicata l’assenza e in rosso la presenza.  d. Grafico 

a torta della frequenza di un pregresso intervento di FACO controlaterale tra i 

controlli. In blu è indicata l’assenza e in rosso la presenza. e. Grafico a torta della 

frequenza di assunzione di anticoagulanti tra i casi. In blu è indicata l’assenza e in 

rosso la presenza.  f. Grafico a torta della frequenza di assunzione di anticoagulanti 

tra i controlli. In blu è indicata l’assenza e in rosso la presenza.   
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Figura 32. Rappresentazione grafica dei valori di Cx43 riscontrati nei due gruppi. 

 

 

Risultati dell’analisi mediante metabolomica  
 

Ai fini dell’analisi metabolomica, il vitreo di 16 pazienti è stato 

analizzato: 11 pazienti erano di sesso maschile e 5 di sesso 

femminile. Le caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti sono 

riassunte nella tabella 20. La figura 33 mostra lo spettro 1H-NMR dei 

campioni raccolti.  
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nell'umor acqueo prelevato da soggetti sani e da 

pazienti affetti da glaucoma  
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Tabella 20. Caratteristiche cliniche dei pazienti.

n ETA’ ANAMNESI PATOLOGICA 
PROSSIMA 

ANAMNESI PATOLOGICA 
REMOTA 

ANAMNESI OCULISTICA FARMACI 

1 72 Pucker maculare OD Diabete Mellito II              
Ipertensione arteriosa                                

IMA (2005)                                              
K colon (2012) 

Foro maculare OD (2014) Cardioaspirina  
Contramal             

Trental       
Candesartan  

Bisoprololo  
Idroclorotiazide 

2 71 Emovitreo OD Ipertensione arteriosa 
Fibrillazione atriale Portatore di 

pacemaker Insuff. renale cronica 

Cataratta in OD                                   
Occlusione venosa retinica OD (2012)                                                

Trattamento con argon laser OD 

Olpress            
Bisoprololo             

Sintron                  

Didrogyl 

3 58 Distacco retina OD Asma / Cortisone spray 

4 62 Distacco retina OS / / / 

5 58 Distacco retina OD Ipertensione arteriosa Intervento 

per sclerosi trigono vescicale 
(2014) 

Distacco retina OS                 

Cheratocono OO 

Losartan 

6 59 Sublussazione cristallino OS / / / 

7 62 Distacco retina OD Fumatore (20/die) Trauma in OD (35 aa fa)      
Cataratta in OD (10 aa fa) 

/ 

8 73 Distacco retina OD / Afachia chirurgica OD (10 aa fa)  
Glaucoma 

Combigan 

9 65 Pucker maculare OS / / / 

10 78 Distacco di retina OD 2010 ernia del disco Cataratta in OD nel 2005       
Rottura retinica in OD (barrage laser) 

/ 

11 62 Distacco di retina OD Ipertensione arteriosa  Sindrome 
ansiosa 

Rottura retina in OD trattata con laser  

12 59 Distacco di retina in OS Fimosi 35aa fa               Episodi 
comiziali 

/ Tegretol 

13 57 Distacco di retina in OD HIV, HCV,                          
trombosi v. porta (2014) 

meningite (1995) broncopolmonite 

(1995) infezioni da toxoplasma e 
CMV 

/ Edurant (ripilvirina) 
Tivicay (dolutegravir) 

Inderal  Seleparina 

14 83 Distacco di retina in OS Ipertensione arteriosa  IMA circa 
15aa fa    Osteoporosi                    

Asma 

OO cataratta 5aa fa Diladel                     
Tareg             

Cardioaspirina             
Di Base                   

Bentelan 

15 66 Distacco di retina in OD DM II Cataratta in OS 2 anni fa             

Barrage laser in OO 

/ 

16 68 Distacco di retina subtotale 
con PVR in OD 

DM II OD cataratta nel 2012                      
OS cataratta nel 2014             

Glaucoma in OD dal 2012 

Ipoglicemizzanti orali 
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Figura 33. Spettro 1H NMR rappresentativo del campione oggetto dello studio con 

le attribuzioni delle risonanze NMR. 

 

Figura 34.  PCA “loading plot”. 
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Figura 35. a. L’analisi PCA dei campioni analizzati mostra che il campione 3 è un 

outlier, in quanto caratterizzato dalla presenza di una massiva quantità di acetato e 

citrato presumibilmente esogeni. b. PCA Score Plot 

 

Le analisi NMR sono riportate nella figura 33. Da un punto di vista 

quantitativo, i pazienti 1 e 14, sottoposti rispettivamente a vitrectomia 

per pucker maculare e distacco di retina, hanno mostrato elevati livelli 

di glucosio (media di 3,66 m/M); il paziente 8, sottoposto a intervento 

per distacco di retina e in terapia con Combigan, e il paziente 16, 

operato di vitrectomia per distacco di retina subtotale con PVR, con 

un’anamnesi positiva per trabeculectomia omolaterale, presentano 

valori di acetone e di metanolo più elevati (media di 2,99 m/M) nel 

gruppo di studio. Il resto del gruppo presenta valori elevati di lattato 

(media di 2,74 m/M). Il glucosio è il metabolita più concentrato, seguito 

da acetone e metanolo, e in ultimo il lattato (Figura 34). La figura 35 

mostra come le 14 molecole mostrino una differenza significativa 
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(p=0,001): lungo l’asse PC1, i valori sono ben separati 

significativamente (p<0.01). Il campione 3 è stato escluso dall’analisi.  



 104 

DISCUSSIONE 
 
Come è visibile nella Figura 14, il presente lavoro di tesi è stato 

articolato su più fronti, di seguito descritti. La numerazione dei capitoli 

e dei sottocapitoli è la medesima visibile nella flow-chart della Figura 

14.   

 
1. APPROCCIO CLINICO AL GLAUCOMA 

 
1.1 e 1.2 DATABASE CLINICO E ANALISI CON PERIMETRIA 

COMPUTERIZZATA COMPASS 

 

Il campo visivo Humphrey possiede un algoritmo full-threshold e un 

fastpac[101]. ZEST è uno stimatore bayesiano della sensibilità, che fa 

uso delle informazioni ottenute da ogni risposta in una data posizione 

quando si determina la stima finale della sensibilità[101]. La 

formazione di un database normativo richiede un campione di una 

certa numerosità: secondo Phu et al., un numero di soggetti tra 150 e 

200 è valido per SITA-Standard e 60 soggetti per il full-threshold[102]: 

il nostro studio si è  conformato con gli studi precedenti, avendo 

ottenuto una numerosità campionaria di 170 pazienti. La variabilità 

test-retest è già stata precedentemente calcolata mediante differenti 

statistiche (Ground Truth e Bootstrapped). Il bootstraping è una 

tecnica statistica di campionamento con sostituzione e aumenta il 
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contenuto massimo di informazioni da una data dimensione del 

campione. 

La perimetria automatica standard White-on-white (SAP) è il 

protocollo più assodato: esso prevede degli stimoli luminosi di durata 

di ~100–200 ms crescente su uno sfondo acromatico[103]. Il campo 

visivo Humphrey prevede l’applicazione di stimoli luminosi di cinque 

diverse taglie (dal Goldmann I al Goldmann V): il Goldmann III trova 

l’applicazione clinica più diffusa[104]. La legge di Ricco è 

determinante nel comprendere il campo visivo [86] la luminanza di uno 

stimolo (L) x l’area di stimolo (A) è una costante fino a un'area critica 

(L x Ak = C: con k = 1). Cioè, L e A sono inversamente proporzionali 

e la pendenza di un grafico L vs. A tracciato in unità logaritmiche è -1 

quando si applica la legge di Ricco. All’interno dell’area critica (Ac) o 

l'area di Ricco, la soglia opera con sommatoria parziale (0 <k <1; nota 

anche come somma di probabilità) o senza sommatoria (quando k = 

0)[105]. Un campo visivo Goldmann III prevede un’area critica = −0.83 

log deg2 in SAP, che è determinata da un campo visivo di 15°: 

nell’ambito di tale area gli stimoli luminosi sono di dimensioni superiori 

alla legge di Ricco. In caso di applicazione del Goldmann V, la 

sommazione spaziale periferica decresce repentinamente. La 

sommazione spaziale è rappresentata da una curva, ricavata da 

funzioni bilineari[106]. La base fisiopatologica della Legge di Ricco 

prevede che, sebbene l’area critica aumenti, la sensibilità retinica 

resta costante, e questo è dovuto al fatto che si assiste a una riduzione 
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delle cellule ganglionari repentina dopo i 5° centrali[106]. Nel 

glaucoma, tuttavia, è presente una marcata alterazione dell’area di 

Ricco e della sommazione spaziale: secondo l’ipotesi di Glezer, nel 

glaucoma l’area critica aumenterebbe in quanto si utilizzano le cellule 

gangliari delle aree perimetriche limitrofe[107]. È stato dimostrato un 

aumento dell’area critica in varie patologie del nervo ottico[108].  Studi 

precedenti hanno messo in evidenza che la variabilità test-retest non 

si riduce molto dai 10° ai 4° centrali[109]. Nel nostro studio il modello 

“New Grid” prevede un’area di circa 24°. I fattori implicati nella 

variabilità test-retest sono l’età, la fatica, il fatto di occludere un occhio 

e di passare all’altro a causa dell’effetto abbagliamento (nel nostro 

studio l’occhio in esame è stato uno); secondo Choi et al. l’MD è 

correlato negativamente alla variabilità test-retest[110], dato non 

confermato nel nostro studio. Studi precedenti hanno mostrato che i 

falsi negativi sono positivamente correlati alla variabilità test-retest, 

mentre i falsi positivi e le perdite di fissazione non hanno impatto [111]. 

Il fatto di non oltrepassare gli 11 giorni tra una visita e la successiva, 

come è stato applicato nel nostro studio, trova conferma nel fatto che 

GHT e PSD sono correlati significativamente alla variabilità test-retest, 

la quale risulta aumentata se si esegue l’esame oltre un periodo di 30 

giorni[110]. “Ganzfeld blankout” e il “graying out” sono stati descritti. Il 

“Gazenfeld effect” è uno scotoma che ha origine nel campo nasale 

periferico e si insinua nasotemporalmente [109]. La perimetria “New 

Grid”, del tutto innovativa, si basa sul fatto che la variabilità test-retest 
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è molto bassa nella regione maculare, ma aumenta nelle zone 

periferiche[112]; ciò è valido per i soggetti glaucomatosi in rapporto ai 

soggetti sani. In ordine di importanza decrescente, i difetti perimetrici 

associati positivamente alla variabilità test-retest sono: difetti periferici 

concentrici, emianopsia temporale, difetti infero-temporali, perdita 

quasi totale del campo, difetti periferici superiori e scotomi centrali. 

Secondo alcuni studi, i difetti periferici, paracentrali e superiori 

sarebbero maggiormente implicati nella variabilità test-retest[113]. 

Redmond et al.[106] hanno dimostrato che la differenza tra soggetti 

normali e glaucomatosi risiede negli stimoli esercitati al di fuori della 

sommazione spaziale, mentre una differenza non significativa avviene 

nell’ambito della sommazione parziale (come nel Goldman V). 

Kalloniatis and Khuu mostrarono un risultato simile riguardo la 

perimetria 30-2, la quale è stato dimostrato avere un’area critica più 

piccola rispetto al GIII[114]. A differenza del Goldman V il Goldman III 

– standard- risulta più preciso[115]. Per quanto riguarda le isole 

perimetriche di soggetti sani, l’algoritmo svedese è ben corroborato; 

tuttavia, non esiste un algoritmo che possa quantificare la variabilità 

test-retest. Ai fini di diagnosticare un peggioramento del campo visivo, 

è importante saper identificare le fluttuazioni perimetriche: le 

fluttuazioni a breve e lungo termine influenzano i campi visivi dei 

soggetti affetti da glaucoma: per fluttuazioni a breve termine si intende 

la differenza di sensibilità perimetrica di un singolo punto o più punti 

del campo visivo, mentre le fluttuazioni a lungo termine riguardano le 
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differenze complessive dei punti tra due o più campi visivi[116]. 

Secondo Flammer et al., le fluttuazioni a lungo termine sono 

influenzate da una componente omogenea (che concerne tutti i punti 

allo stesso modo) e eterogenea (che varia da punto a punto) [117]. A 

causa della mancanza di un algoritmo computazionale, si è stabilito 

che un deterioramento del campo visivo è visibile nell’arco di anni, 

mentre le fluttuazioni sono studiate se l’esame viene ripetuto nell’arco 

di poche settimane, come accaduto nel nostro studio, in quanto un 

peggioramento della malattia in un cosi breve arco di tempo è 

inverosimile[118]. Il peggioramento clinico è valutato in 10 punti 

perimetrici; se il secondo campo visivo presenta un miglioramento, si 

tratta di una fluttuazione. Secondo Heji et al., infatti, è più facile 

stabilire una fluttuazione sui 10° centrali[119]. Sarebbe utile eseguire 

due volte il campo visivo per ogni visita, per poter stabilire se su due 

visite vi è un peggioramento o una fluttuazione, in quanto l’MD e il 

PSD non cambiano significativamente tra due campi visivi[112]. Per 

stabilire le fluttuazioni a lungo termine, Choi et al. suggeriscono che 

l’utilizzo dell’intervallo di confidenza può essere un indice affidabile 

per stabilire l’andamento della patologia [95], come applicato nel 

nostro studio.  

 

Il presente lavoro di tesi mostra la validità di un approccio di 

telemedicina nei pazienti con glaucoma. Il ruolo della telemedicina è 

controverso: buoni risultati sono stati ottenuti in ambito psicologico e 
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psichiatrico[120]; riguardo programmi per insufficienza cardiaca 

cronica e malattie respiratorie, programmi per smettere di fumare 

basati sul web e su computer[121]; approcci di telemedicina alla 

prevenzione secondaria della malattia coronarica[122] sono stati 

descritti; la terapia robotizzata dell'arto superiore prossimale è 

annoverata in letteratura con telemedicina; la telemedicina domiciliare 

per diabete, malattie cardiache e broncopneumopatia cronica 

ostruttiva[123] e attività fisica basata su Internet sono applicate. 

Risultati promettenti includono la realtà virtuale nella riabilitazione 

dell'ictus[124]; miglioramento dei sintomi e del comportamento 

associati alla conoscenza di specifici disturbi mentali e condizioni 

correlate[125]; diabete[126]; intervento per la perdita di peso e 

possibilmente per il mantenimento della perdita di peso[127]; e l'abuso 

di alcol. Hersh e collaboratori hanno speculato che la telemedicina 

abbia buona validità per quanto riguarda l’oftalmologia e la 

dermatologia[128]. Nel nostro studio, tre revisori hanno esaminato 

separatamente i dati dei pazienti in momenti diversi senza comunicare 

l'un l'altro. Abbiamo evidenziato una forte corrispondenza tra la 

telemedicina e i risultati ottenuti con la pratica clinica. Il buon 

agreement tra i tre revisori suggerisce che una valutazione da remoto 

dell'imaging del glaucoma può essere applicabile in situazioni critiche, 

come la pandemia Covid-19. Sono stati eseguiti alcuni studi in 

precedenza sulla telemedicina nel follow-up del glaucoma. Il follow-up 

è essenziale per prevenire la disabilità visiva e l’handicap dovuti al 
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glaucoma: una diminuzione del 30% del tasso di progressione del 

campo visivo può avere un grande impatto sulla qualità della vita [39]. 

Nello studio condotto da Jones et al., è stato sperimentato il campo 

visivo implementato su un tablet laptop: hanno scoperto che la quasi 

totalità dei pazienti realizzava con una buona precisione la propria 

perimetria a casa[129]. Tsapakis et al. ha studiato alcuni pazienti, 

sottoposti con buona efficacia a un campo visivo domiciliare 

utilizzando un software che incorpora una web camera come 

“fotometro virtuale” e un sistema per analizzare l'affidabilità dei risultati 

in un PC; è possibile anche utilizzare degli occhiali virtuali su 

smartphone Android con display da 6 pollici[130]. Le statistiche sono 

efficaci per rilevare vari tassi di variazione della MD nel caso in cui 

vengano effettuati quattro e cinque esami. In un paziente con una 

rapida progressione del campo visivo (−2 dB / anno) e una bassa 

variabilità, il tempo necessario per rilevare il cambiamento perimetrico 

con una potenza dell'80% è di 5 anni se gli esami vengono eseguiti 

una volta all'anno, 2,5 anni con due esami all'anno e 1,7 anni se gli 

esami vengono effettuati tre volte all'anno[39]. Nel nostro studio, il 

tempo medio è stato di 24,1 ± 9,5 mesi, col quale siamo stati in grado 

di rilevare la presenza di progressione o di fluttuazioni del glaucoma 

in tutti i pazienti arruolati. Tuttavia, la disponibilità di soli due campi 

visivi durante questo lasso di tempo, può far presumere che un 

maggior numero di fluttuazioni perimetriche possa essere presente. 

Altri studi hanno confermato la validità clinica di una foto del fondo 
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oculare catturata con lo smartphone a casa: è possibile scattare una 

foto del nervo ottico per mezzo di alcuni dispositivi applicabili sullo 

smartphone, come il D-Eye, preceduto dall’instillazione di Midriatico 

(sotto prescrizione medica)[131, 132]. La visualizzazione del fondo 

fornita da Compass è molto importante per distinguere se gli scotomi 

sono dovuti all'aumento dell’escavazione papillare o ad altre malattie 

retiniche (atrofia retinica, maculopatia miopica o senile, emorragie 

retiniche). Inoltre, Mudie et al. hanno ipotizzato la sempre maggiore 

applicabilità della tonometria domiciliare, dopo aver ottenuto una 

certificazione per I-Care HOME: hanno scoperto che le misurazioni di 

I-Care non erano statisticamente differenti rispetto ai dati del 

tonometro Goldmann, anche se 1 persona su 6 non ha ottenuto la 

certificazione per difficoltà a terminare l’esame[133]. Sebbene alcuni 

studi abbiano già confermato uno studio struttura-funzione nel 

glaucoma, come la creazione della mappa di Garway-Heath[134], 

l'appropriatezza dell'utilizzo dell'OCT per valutare la progressione del 

glaucoma è controversa. Se da un lato le fluttuazioni possono 

ostacolare la valutazione accurata della progressione del glaucoma, 

non è stata trovata una corrispondenza tra i risultati SAP e OCT[135]. 

I limiti dell'OCT sono la mancanza di studi che convalidano la 

progressione del glaucoma: l'assottigliamento delle FNR dei diversi 

stadi della malattia non è intercambiabile con la gravità perimetrica. 

Tuttavia, Liu et al. hanno dimostrato che le immagini OCT per uno 

screening del glaucoma possono essere acquisite da non 
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professionisti senza esperienza precedente con una formazione 

limitata di meno di 30 minuti nella fotografia oftalmica. Pertanto, i 

pazienti non devono necessariamente raggiungere una clinica 

oculistica, ma solo un sito in cui si trova un macchinario OCT[136].  

Questo studio presenta diversi limiti: 1) si tratta di uno studio pilota. 2) 

La telemedicina è un campo ambiguo, quindi le implicazioni non sono 

state validate. 3) Le fluttuazioni dal campo visivo nei pazienti con 

glaucoma possono essere interpretate erroneamente come una 

progressione della malattia. 4) Non sono stati considerati gli aspetti 

etici, legali, organizzativi.  

 

Poiché la cinetica della progressione dell'AG è altamente variabile tra 

i singoli pazienti, attualmente non esiste un metodo validato per 

l’analisi della gravità dell'AG che studi le varie caratteristiche della 

lesione, in particolare quelle che interessano la funzione visiva. Come 

discusso in precedenza, i test come BCVA non sono affidabili e 

informativi per i pazienti con AG, specialmente per quelli con risparmio 

foveale; AF e OCT forniscono informazioni fuorvianti, poiché non 

analizzano gli aspetti funzionali della patologia, ma solo anatomici. 

Tutti i test attualmente disponibili non consentono una correlazione tra 

anatomia e risultati funzionali. Compass 10-2, grazie alla fotografia a 

colori del fondo oculare e IR come sfondo, fornisce una 

visualizzazione affidabile punto per punto della sensibilità retinica 

maculare, consentendo di abbinare di volta in volta i valori di 
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sensibilità perimetrica, espressi in Decibel, all'immagine retinica[137]. 

Nel presente lavoro, abbiamo abbinato la scala di grigi ottenuta con 

perimetria Compass 10-2, e con immagini AF e IR realizzate mediante 

retinografia di Heidelberg. In particolare, abbiamo focalizzato la nostra 

attenzione sulle aree peri-lesionali confinanti con la AG, le cosiddette 

lesioni giunzionali, che rappresentano un'area critica per monitorare 

l'allargamento dell'atrofia retinica. Quest'area risulta essere iper-

fluorescente a causa dell'eccessivo accumulo di lipofuscina nelle 

cellule dell’epitelio pigmentato retinico, ed è associata a una 

sensibilità inferiore rispetto alla retina normale[138]. Nel nostro studio 

abbiamo individuato i punti SRP adiacenti all'area AG con Compass, 

e li abbiamo abbinati all’imaging Heidelberg per visualizzarli sulle 

immagini retiniche AF e IR, al fine di verificarne la corrispondenza. 

Abbiamo trovato una corrispondenza significativa tra la scala di grigi 

delle immagini AF e IR, e la Total Deviation e Pattern Deviation, 

rispettivamente, del campo visivo Compass. I pazienti senza risparmio 

foveale utilizzano i fotorecettori vicini alla lesione AG per fissare. In 

questo studio, abbiamo scoperto che Compass Eye Tracker fornisce 

un metodo di fissazione che concorda con i metodi di misurazione 

precedenti[139]: gli stimoli vengono riposizionati automaticamente 

prima e durante la proiezione in base alla posizione dell’occhio. 

Questo meccanismo riduce la variabilità test-retest e garantisce una 

correlazione accurata tra funzione (cioè valori di soglia retinica) e 

struttura (aspetto retinico). Sayegh e collaboratori hanno messo in 
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evidenza che i punti con stimoli di sensibilità superiore a 1 dB sono 

stati trovati principalmente ai margini dell'area di atrofia[140]. In uno 

studio condotto da Hartmann et al., sono stati realizzati test di 

sensibilità in pazienti con AG: è stata rilevata una sensibilità media di 

5,29±2,49 dB al margine della lesione rispetto a 14±2,4 dB nell'area 

della retina non coinvolta[141]. Meleth et al. ha identificato dei punti 

peri-lesionali ed extra-lesionali intorno alla regione AG. È stato 

scoperto che i punti peri-lesionali, corrispondenti alla zona 

giunzionale, erano costantemente meno sensibili dei punti extra-

lesionali in più valutazioni microperimetriche e diminuivano di 

sensibilità più rapidamente con il tempo di follow-up rispetto ai punti 

extra-lesionali[138].  La sensibilità retinica nelle aree al di fuori della 

lesione AG era significativamente inferiore a quella riscontrata in aree 

equivalenti in soggetti sani della stessa età e la sensibilità retinica, 

dopo aver abbinato tutti i punti di risposta, si è ridotta 

significativamente in funzione del tempo. Questo risultato ha indicato 

che il declino funzionale nelle AG corrisponde non solo a un aumento 

anatomico delle dimensioni di uno scotoma assoluto, ma anche a una 

diminuzione generale della sensibilità maculare nell'area testata. È 

stato ipotizzato che potrebbe essere dovuto a una perdita più generale 

di sensibilità maculare nelle aree intorno alla lesione AG, poiché si 

verifica come un processo a parte rispetto all'espansione locale della 

lesione AG stessa. Chen et al. hanno ripetuto la microperimetria alla 

visita basale, a 6 mesi e a 12 mesi a pazienti affetti da AG che non 



 115 

hanno riportato cambiamenti significativi nell'acuità visiva, stabilità di 

fissazione e sensibilità maculare nell'arco di 1 anno: è stata riscontrata 

una significativa riduzione della sensibilità perimetrica all'interno della 

regione maculare e dei loci del test adiacenti allo scotoma denso[142]. 

Quindi, i punti della retina attorno all'AG rappresentano un indice di 

progressione. Allo stesso modo, abbiamo trovato una correlazione 

significativa tra i punti di confine iper-autofluorescenti e la SRP 

Compass vale a dire che Compass potrebbe essere considerato 

accurato quanto la microperimetria per lo studio delle lesioni 

giunzionali della retina. Questo studio presenta alcune limitazioni: un 

numero relativamente piccolo di partecipanti; la mancanza di follow-

up; inoltre non abbiamo quantificato la variabilità del test - retest nella 

nostra popolazione di pazienti; Compass non consente di vedere la 

AF come sfondo per identificare il segnale iperfluorescente di 

giunzione, al fine di abbinare i punti del campo visivo. 

 

1.3  ANALISI DELLA SUPERFICIE OCULARE 

In ultimo, abbiamo affrontato l’importante tema clinico della SO e 

l’impatto quotidiano che essa comporta nei pazienti affetti da 

glaucoma sottoposti a terapia con colliri ipotonizzanti. Abbiamo 

confrontato i parametri della SO in Med Eyes e Trab Eyes. È stata 

trovata una buona correlazione tra il test di Schirmer e l’osmolimetria 

nei Med Eyes, come già dimostrato in altri studi. È stato descritto un 
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moderato accordo tra tBUT e osmolimetria nei Trab Eyes, a causa 

degli effetti dannosi della chirurgia sullo strato lipidico lacrimale, come 

descritto da Lajimi et al. [143] È stata trovata una differenza non 

significativa tra tBUT e il test di Schirmer tra Med Eyes e Trab Eyes. 

Sebbene l'utilità dell’osmolimetria nello studio dell’occhio secco sia 

stata dimostrata da Lemp et al.[144], abbiamo trovato una differenza 

non significativa nei valori di osmolimetria nei due gruppi. Ciò è 

probabilmente dovuto agli alti livelli di infiammazione nel film lacrimale 

nei Trab Eyes. La nostra ipotesi è corroborata da Lee at al.[145], i 

quali hanno riscontrato dei valori di osmolimetria più elevati in pazienti 

precedentemente operati di trabeculectomia.  Complessivamente, 

IDEEL ha mostrato una buona correlazione con l'iperemia 

congiuntivale e la scala di Oxford nei Trab Eyes. È stata trovata una 

buona correlazione tra IDEEL e OSDI; pertanto, l'OSDI correla con la 

colorazione corneale in entrambi i gruppi, come già suggerito da 

Agnifili et al.[146]. Pochi studi hanno già confermato la validità del 

questionario IDEEL [152-153]: nel presente studio è emersa una 

migliore correlazione tra IDEEL e iperemia congiuntivale, e tra IDEEL 

e scala di Oxford, rispetto all'OSDI[147, 148]. Questo lascia ipotizzare 

un ruolo prezioso del questionario IDEEL nello studio DED. Una 

differenza significativa tra i due gruppi è emersa per quanto riguarda 

lo staining corneale e l’iperemia congiuntivale; l'epiteliopatia era il 

parametro che mostrava le migliori correlazioni con le altre variabili 

della SO, ragion per cui assurge al ruolo di miglior descrittore di 
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danno. La SO mira al mantenimento dell'integrità epiteliale. L'epitelio 

corneale è un'importante barriera difensiva della SO: alti livelli di 

infiammazione rappresentano il meccanismo centrale della 

patogenesi della malattia da occhio secco, conseguentemente 

all'aumentata concentrazione di piccole proteine ed elettroliti, inclusi 

sodio, potassio e cloruro nello spazio extracellulare. La secchezza 

oculare provoca il danneggiamento dell'epitelio superficiale attivando 

le molecole di segnalazione epiteliale[149], le quali innescano una 

cascata di mediatori infiammatori [150, 151], che culmina nell’apoptosi 

cellulare[152, 153]. Questo circolo infiammatorio, scatenato da fattori 

ambientali (inquinanti interni ed esterni, particelle di polvere, pollini) e 

stimoli iatrogeni (farmaci topici e conservanti), possono portare 

all'assottigliamento del film lacrimale, alla riduzione del tBUT e 

all'aumento dell’osmolimetria. Precedenti studi hanno già dimostrato 

che la stessa trabeculectomia è associata a cambiamenti della SO: è 

stata dimostrata la spongiosi dell'epitelio congiuntivale e un numero 

ridotto di cellule globulari congiuntivali. Inoltre, l'uso di anti-metaboliti 

durante la chirurgia del glaucoma può danneggiare l'epitelio 

congiuntivale e corneale[154] e può causare un deficit di cellule 

staminali limbari[155]. La superficie corneale irregolare e l'aumento 

delle cellule infiammatorie possono causare anomalie dell'epitelio 

corneale[156]. Di conseguenza, la morfologia delle bozze nella 

trabeculectomia può influire negativamente sulla SO: le bozze cistiche 

possono interferire con la normale diffusione del film lacrimale e 
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possono favorire la formazione di Dellen. Le correlazioni tra i 

parametri della SO e i questionari erano più significative nei Best Eyes 

rispetto ai Trab Eyes, ed entrambi erano migliori dei Med Eyes. 

Possiamo quindi concludere che i sintomi sono nel complesso 

influenzati dallo stato dell'occhio migliore. Se entrambi gli occhi sono 

in uno stato di salute buono, è il migliore che guida i sintomi. Tuttavia, 

è intuitivo che in caso di danni molto gravi alla SO (che non si 

verificano in questa coorte), dovrebbe essere l'occhio peggiore a 

determinare la gravità dei sintomi. Il fatto di selezionare il miglior 

valore concernente la SO dell'occhio è utile per migliorare tutte le 

correlazioni e ridurre la perdita di dati, al fine di comprendere meglio 

tutti i complessi effetti dei colliri ipotonizzanti nella patogenesi 

dell’occhio secco. Le gocce per l'abbassamento della PIO alterano la 

SO a causa della presenza di conservanti e composti attivi, quindi il 

principale risultato clinico è la perdita dell'epitelio corneale. Questo 

segno è dovuto principalmente ai conservanti inclusi nelle 

formulazioni in gocce. La maggior parte dei farmaci multidose per 

abbassare la PIO attualmente disponibili contengono conservanti per 

inibire la crescita microbica nel flacone, per prevenire la 

biodegradazione e per supportare il mantenimento della potenza del 

farmaco[157]. Il benzalkonium cloruro (BAK) è il conservante più 

utilizzato. BAK altera principalmente le mucine associate alla 

superficie corneale (trans-membrana), un gruppo di glicoproteine ad 

alto peso molecolare che rivestono gli epiteli della SO, e che 
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rappresentano una componente principale del glicocalice[158]. In 

caso di alterazione strutturale di tali proteine, lo staining corneale è 

visibile alla lampada a fessura. Gli effetti del BAK nel modificare la 

struttura del film lacrimale sono stati ampiamente spiegati: Clouzeau 

et al.[159] hanno descritto un aumento dei livelli di apoptosi e di 

ossidazione a causa della depolarizzazione mitocondriale, rilascio del 

citocromo c e aumento dell'attività delle caspasi 3, 7 e 9. Altri studi 

hanno illustrato l'impatto del BAK sulle cellule caliciformi, sul plesso 

nervoso sub-basale della cornea e sulla risposta immunitaria 

corneale. Il lavoro scritto da Januleviciene et al.[160] è l'unico che 

illustra una riduzione dell’osmolimetria nei pazienti che passano da 

BAK+latanoprost a tafluprost senza conservanti. Tuttavia, nel nostro 

studio abbiamo trovato una correlazione unicamente tra OSDI e 

durata della terapia e una moderata correlazione tra la quantità di 

conservanti/die e l'iperemia congiuntivale, come già dimostrato da 

alcuni studi precedenti[161, 162]. I nostri risultati sono conformi a una 

meta-analisi pubblicata di recente e condotta da Trocme et al.[163], 

che ha confrontato l'incidenza della cheratite puntata tra 1694 pazienti 

trattati con farmaci anti-glaucoma contenenti BAK: le loro conclusioni 

indicano che il BAK non produce tossicità corneale significativa nella 

stragrande maggioranza dei pazienti in monoterapia con formulazioni 

di uso comune. Contrariamente a Xiong et al.[164] e Lin at al,[165] 

che hanno dimostrato il ruolo del BAK nella patogenesi della sindrome 

da occhio secco evaporativa, non possiamo affermare che le gocce di 



 120 

glaucoma siano responsabili della DED evaporativa: la differenza non 

significativa tra tBUT e il test di Schirmer nel gruppo Med Eyes 

potrebbe essere stata correlata all'assenza di conservanti in molte 

formulazioni di colliri odierne. Possiamo affermare che il lieve effetto 

della durata del trattamento e dell'esposizione giornaliera al BAK, e 

l'effetto trascurabile attribuibile alla quantità di molecole/die sulla 

valutazione clinica è un dato ragionevole considerando la complessità 

della SO. 

 I limiti di questo studio sono: 1) il ridotto numero dei partecipanti: 

abbiamo revisionato un numero considerevole di cartelle cliniche, ma 

solo una piccola percentuale di pazienti ha presentato i criteri di 

inclusione; 2) soggettività e variabilità di alcune misurazioni; 3) 

variabilità del tempo intercorso dall'intervento chirurgico alla visita 

medica; 4) diversa quantità di molecole utilizzate per il trattamento. 

Vantaggi: 1) una panoramica di tutti gli aspetti della SO in relazione 

sia alla terapia del glaucoma che alla chirurgia del glaucoma; 2) 

correlare un nuovo questionario (IDEEL) con OSDI, un'indagine 

consolidata e di lunga data nella pratica clinica; 3) evidenziare l'utilità 

del questionario IDEEL per esplorare i sintomi dell’occhio secco; 4) 

sottolineare l'importanza della chirurgia filtrante ai fini di migliorare i 

sintomi della DED. 
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2.1 ANALISI DELLA CONNESSINA 43 MEDIANTE ELISA 

Un aumento della PIO rappresenta il principale fattore di rischio nella 

patogenesi del glaucoma. Picchi di PIO, soprattutto se soggetti a 

fluttuazioni nel tempo, sono responsabili della compressione 

meccanica, e della conseguente ischemizzazione dei capillari retinici. 

Ciò non è valido per il glaucoma a pressione normale. Una bassa 

pressione di perfusione oculare (data dalla differenza tra la PIO e la 

pressione sanguigna), o ripetuti rialzi della PIO, conducono a uno 

stress ossidativo cronico o a un’infiammazione cronica[166]. Le GJ 

degli astrociti non mielinizzati del NO mantengono l’omeostasi 

extracellulare mediante il trasferimento di ioni e altre molecole di 

basso peso in supporto agli assoni delle CGR. In tale contesto, i 

segnali Calcio-mediati inviati agli astrociti della barriera emato-retinica 

giocano un ruolo importante nella regolazione locale del flusso 

sanguigno e nel traffico metabolico[167]. Le onde di calcio si 

propagano nella rete astrociti-endotelio attraverso due percorsi 

distinti: l'inositolo trifosfato diffuso attraverso le GJ (contenenti Cx43) 

e la diffusione extracellulare di ATP facilitata attraverso l’apertura degli 

emi-canali di ATP. Le GJ presenti tra gli astrociti sono di due tipi: quelli 

composti da Cx43 e Cx30 e quelli costituiti of Cx26 (localizzati a livello 

del midollo osseo)[167]. Alterazioni nei segnali del Calcio e aumento 

della fosforilazione di ATP conducono a un danno delle CGR, il quale 

si estende alle cellule circostanti [168], tra cui le cellule dello strato 
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nucleare interno ed esterno e del nucleo genicolato laterale, grazie a 

un aumento dell’eccitotossicità glutammato-indotta, alterazioni delle 

concentrazioni ioniche, aumento dei radicali liberi e deplezione di 

fattori di crescita[169]. É stato stabilito che l’infiammazione cronica è 

il principale fattore responsabile dell’evoluzione del glaucoma. Le GJ 

sono implicate nella propagazione dello stimolo che conduce a morte 

cellulare. Akopian et al. hanno osservato che l’iniezione di un agente 

apoptotico nelle CRG e nella glia conduce alla morte delle cellule 

circostanti attraverso le GJ[170]. Il blocco farmacologico delle GJ in 

seguito a insulti eccitotossici e ischemici aumenta la sopravvivenza 

delle CRG del 70%: tale fatto è indicativo del ruolo giocato dalle GJ 

nella perdita neuronale. Il blocco dei GJ impedisce la morte delle 

cellule amacrine presumibilmente eliminando la propagazione dei 

segnali tossici dalle CGR a cui queste sono accoppiate. In seguito a 

stress ischemico, è stato dimostrato che gli astrociti riducono 

rapidamente le GJ, le Cx43 esposte sulla membrana citoplasmatica si 

degradano e, al contempo, aumentano i livelli citoplasmatici di Cx43. 

Nello studio di Lu et al., le GJ risultano più permeabili al colorante 

Lucifer Yellow se sottoposte a un insulto esterno[168]; Zvalova et al. 

hanno dimostrato che le GJ si riducono a causa dell’aumento di 

pressione, e decrescono di numero nell’arco delle 24 ore successivo 

all’insulto pressorio[171]. L’effetto esercitato dall’aumento di PIO sulle 

GJ ha una durata molto maggiore rispetto alla stimolazione degli 

astrociti mediante citochine e shock osmotico. La chiusura delle GJ e 
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l’internalizzazione delle Cx43 mediante fosforilazione dei residui di 

tirosina è causata dall’attivazione della EGFR tirosina chinasi, in 

risposta all’aumento della PIO[172]. C-Src, un recettore per le tirosina- 

chinasi, è responsabile dei processi di fosforilazione. Gli astrociti del 

NO possono utilizzare un meccanismo autocrino EGFR-mediato per 

convertire un segnale meccanico, come l’elevata PIO, in risposte 

biochimiche[172]. L'attivazione di EGFR induce la fosforilazione di 

Cx43 sui residui di tirosina e la successiva chiusura della 

comunicazione delle GJ tra gli astrociti adiacenti. L'interruzione della 

comunicazione cellulare può facilitare l'ipertrofia degli astrociti, 

l'aumento della motilità e la perdita di adesione cellulare caratteristica 

degli astrociti reattivi[173]. La colocalizzazione di Cx43 fosforilata 

(pCx43) e non fosforilata nel citoplasma indica una coesistenza di 

questi due elementi, suggerendo che la  pCx43 intracellulare venga 

riciclata e, in parte, degradata. Li et al.[172] hanno dimostrato 

l'associazione di Cx43 con la β-actina in astrociti esposti a 

ischemia/ipossia chimica suggerendo che questa interazione 

influenzerebbe la migrazione degli astrociti. Le Cx43, combinate con i 

processi astrociti “end-foot processes”, hanno un intimo rapporto con 

i capillari di ogni grosso vaso sanguigno, costituendo un’interfaccia 

glio-vascolare. Dopo l'ischemia, il rilascio di Ossido Nitrico accentua 

la morte delle CGR; le cellule morenti generano un segnale apoptotico 

attuando il trasferimento intercellulare di ioni e metaboliti mediante le 

Cx43 [174]: tale rilascio aumenta la permeabilità delle GJ causando 
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la morte delle cellule vicine. Kerr et al. hanno valutato la relazione tra 

l'espressione di Cx43 e la risposta gliale retinica, e la conseguente 

perdita di CGR dopo un danno da riperfusione da ischemia retinica: i 

risultati hanno mostrato che l'immunoreattività di Cx43 era 

significativamente aumentata nelle CGR e negli strati di FNR ed è 

stata successivamente accompagnata da una significativa perdita di 

CGR[175]. È stato dimostrato in un modello ex vivo che l’inoculazione 

di Cx43 blocca l'up-regolazione di Cx43, e a sua volta riduce la morte 

cellulare, l'edema del nervo ottico, l'attivazione di astrociti e microglia 

e ha preservato l'integrità vascolare[176] . La Cx43 è responsabile del 

leakage visibile alla fluorangiografia; il picco di leakage si verifica 4 

ore dopo l’insulto ischemico, ed è concomitante con l’up-regolazione 

della Cx43 a livello di astrociti (e probabilmente l’attivazione delle 

Cellule del Müller)[177]. Inoltre, la morte delle cellule endoteliali a 

seguito di ipossia può essere mediata direttamente dall'apertura 

dell'emichannel Cx43. Alcuni studi hanno testato l’iniezione a livello 

sistemico (intraperitoneale) e intravitreale di un peptide mimetico della 

Cx43, mettendo in evidenza che quest’ultimo attua un blocco dell’emi-

canale Cx43 con riduzione del drop-out capillare, diminuzione 

dell'infiammazione e significativo risparmio di neuroni[178].  

L'ablazione genetica selettiva delle subunità Cx36 o Cx45 delle GJ ha 

determinato una significativa riduzione della perdita di CGR 

normalmente osservata dopo un insulto eccitotossico o ischemico 

[179]. Le lesioni focali indotte dalla fotocoagulazione laser hanno 
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prodotto una perdita di neuroni significativamente maggiore nei topi 

wild-type rispetto alle retine di topo Cx36 -/-[180]. Sotto insulto 

ischemico, si è scoperto che la proteina Cx36 si accumula 

principalmente in una regione perinucleare delle CGR 

(l’immunomarcatura nell'IPL era assente), evidenziando un cluster di 

CGR dal quale sembrerebbe partire il segnale apoptotico destinato a 

tradursi in processo neurodegenerativo una volta coinvolte le cellule 

adiacenti[71]. 

Le Cx sono state individuate nel trabecolato. Il trabecolato filtra l’umor 

acqueo in seguito al rilascio di ATP, il quale costituisce una risposta 

allo swelling cellulare anisosmotico[181]. La Pannessina-1(PX1), la 

Cx26, la Cx31, la Cx43 e la P2RX7 partecipano attivamente a tale 

processo[181]. Il blocco selettivo di PX1 e delle Cx con carbenoxolone 

e etanolo induce una riduzione della filtrazione dell’umor acqueo 

dell’80±5%[181]. L’ipossia, l’ipercapnia e l’ischemia (attraverso 

l’attivazione degli emi-canali di Cx36 e Cx43)  sono implicate 

nell’aumento del rilascio di ATP e, di conseguenza, nell’incremento di 

drenaggio di umor acqueo[182]. La Cx46 è responsabile dell’aumento 

βB1-crystallin-MYOC αB-crystallin nei modelli murini [183]; il Basic 

fibroblast growth factor (FGF-2) stimola l’attività degli emi-canali delle 

Cx [184]; l’Acidic fibroblast growth factor (FGF-1) attiva la PX1 e gli 

emi-canali Cx [185]. Le Cx e la PX1 sono sensibili agli stimoli 

meccanici[186]: in ragione di ciò, la PIO subisce delle fluttuazioni 

circadiane 2.4 ± 0.7 mm Hg sincrone col ciclo cardiaco (Evans et al., 
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2002), le, quali possono dislocare o modificare la outflow pathway. Lo 

stress meccanico ciclico induce l’espressione genica di MMP-3[187]. 

Le cellule del trabecolato drenano umor acqueo mediante le seguenti 

vie chimiche: Gi/o, fosfolipasi C, protein chinasi Cα, c-Raf chinasi, 

mitogen-activated protein chinasi, extracellular signal-regulated 

chinasi (ERK1/2), e metalloproteinasi della matrice (MMP-2), rilascio 

di ioni, (per esempio, potassio) e piccole molecole (metaboliti, 

zuccheri, lattato e butirrato) e attivazione della cascata intracellulare 

(attraverso i nucleotidi ciclici)[187]. Le cellule del tessuto iuxta-

canalicolare (JCT) si legano alle cellule della parete interna del canale 

di Schlemm attraverso delle connessioni citoplasmatiche. Il 

desametasone può causare un aumento della PIO in soggetti 

“responders”. Esso, infatti serra le tight junction, aumentando 

l’espressione della proteina ZO-1 nel trabecolato e nelle cellule 

endoteliali del Canale di Schlemm[188] . ZO-1 interagisce con Cx43, 

influenzando la contrattilità cellulare; legandosi all’actina del 

citoscheletro attraverso l'anchoring protein α-actinin [189]. Le cellule 

trabecolari sono delle cellule poligonali, in cui il citoscheletro ha la 

funzione di mantenere la polarità, l’orientamento e la trasduzione dei 

segnali metabolici. Tali modifiche a livello delle tight-junctions 

condurrebbero a un aumento della rigidità e a un incremento della 

resistenza nell’outflow dell’umor acqueo[190].  

I limiti del presente studio sono: 1) la ridotta numerosità del campione; 

2) soggettività nel prelevamento del campione; 3) variabilità nella 
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durata e nel numero di molecole del trattamento; 4) variabilità nel 

grado di deterioramento del campo visivo.  

I vantaggi dello studio sono: 1) una overview sulla patogenesi del 

glaucoma; 2) una maggiore attenzione ai meccanismi molecolari nel 

glaucoma; 3) risalto dell’importanza dell’infiammazione nella 

patogenesi glaucomatosa.  

2.2 METABOLOMICA NEL GLAUCOMA 

Il lattato è il metabolita principalmente presente nella corteccia 

vitreale, in quanto in corrispondenza della superficie retinica vi è una 

carenza di ossigeno, un aumento della glicolisi anaerobia, alto 

consumo di ossigeno. Un aumento della PIO nei conigli suscita un 

aumento del lattato intravitreale, sottendendo una deplezione di 

ossigeno concomitante[191]. Il glucosio e l'acetato sono i metaboliti 

caratterizzanti del core vitreale, i più rappresentativi nel nostro studio. 

Il glucosio è il principale substrato per la produzione di ATP: durante 

la vita, i livelli di glucosio nel vitreo corrispondono alla concentrazione 

sierica e il range normale di glucosio vitreale è da 0 a 180 mg / dL. 

Per omeostasi, nei pazienti diabetici, l’occhio è in grado di mantenere 

una concentrazione vitreale inferiore a 100 mg / dL, anche se la 

glicemia raggiunge i 500 mg / dL[192].  Il glucosio è il principale 

metabolita utilizzato dalla retina, e fornito dalla coriocapillare 

attraverso la Membrana di Bruch e dall’epitelio pigmentato 

retinico[193]. Il metabolismo retinico, tuttavia, cambia in base a 
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cambiamenti interni ed esterni, e in base alla presenza di luce/buio 

[193]. Il metabolismo retinico é molto differente a seconda dei 

compartimenti retinici: la concentrazione di glucosio decresce 

dall’epitelio pigmentato verso la superficie vitreale[193]: è stato 

dimostrato che la retina interna metabolizza la maggior parte (∼70%) 

del suo glucosio attraverso la glicolisi aerobia, il ciclo dell'acido 

tricarbossilico e la fosforilazione ossidativa. Al contrario, la retina 

esterna metabolizza circa il 60% del suo glucosio attraverso la 

glicolisi[193].  Il glucosio viene convertito in lattato a una velocità 

paragonabile alle cellule tumorali [194] nella retina avascolare [194], 

che trova riscontro nel nostro lavoro, in cui gli occhi operati di 

vitrectomia per distacco di retina ne mostravano un’importante 

concentrazione: in caso di forte degradazione dell’ATP da parte delle 

pompe ioniche localizzate tra i mitocondri dei fotorecettori centrali e le 

sinapsi terminali [195], la retina utilizza delle fonti di 

approvvigionamento energetico alternative all’ATP; la fosfocreatina è 

in tal caso utilizzata, sebbene non rappresenti un elemento essenziale 

per il metabolismo retinico, cosa che è stata dimostrata avvenire nelle 

malattie retiniche degenerative, come la retinite pigmentosa, la 

Malattia di Stargardt, il glaucoma etc., in cui i mitocondri non riescono 

ad accedere ai substrati necessari.  L'alto tasso di sintesi aerobica di 

ATP nei fotorecettori, infatti, può portare alla produzione di specie 

reattive dell'ossigeno (ROS) dannose, che sono implicate nella 

progressione delle malattie degenerative della retina, soprattutto 
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perché alcune zone retiniche -come la macula o il nervo ottico-  sono 

particolarmente suscettibili allo stress ossidativo. Il metabolismo del 

glucosio nella via del pentoso fosfato porta alla produzione di 

glutatione intracellulare, che previene la morte delle cellule neuronali 

attraverso l'inattivazione redox delle vie di apoptosi mediate dal 

citocromo [196]. Il metabolismo del glucosio alimenta anche la sintesi 

degli acidi grassi e le vie del metabolismo dei lipidi, che sono 

responsabili del mantenimento della corretta composizione lipidica di 

membrana nelle cellule neuronali[197]. L'interruzione della lipogenesi 

(eliminando la sintasi degli acidi grassi) nella retina neurale porta a 

una struttura sinaptica anormale e all'apoptosi[198]. Questo dato è 

corroborato dal riscontro di aumento dell’acetone nel nostro 

campione. L'acetato è un acido organico coinvolto nel metabolismo 

dell'acetilcolina e in quello dei lipidi e dei carboidrati: è stato dimostrato 

che la sintesi degli acidi grassi è circa 30 volte più abbondante nel 

vitreo degli occhi affetti da malattie retiniche degenerative. Il core 

vitreale è metabolicamente più inattivo: il suo compito è di nutrire la 

retina per diffusione passiva dei suoi metaboliti.  Il vitreo basale è a 

contatto con il cristallino e con il trabecolato: esso è ricco di aminoacidi 

a catena ramificata, betaina, alanina, ascorbato, lisina e mioinositolo. 

La trasparenza del cristallino è garantita dall’ascorbato, molto attivo 

nella regolazione dell’ossigeno mediante i trasportatori della vitamina 

C Na+ dipendenti, che impediscono la diffusione dei ROS dalla retina 

verso il segmento anteriore[199]. La betaina e il mioinositolo 
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(molecole regolatrici dell'osso) contribuiscono alla regolazione 

metabolica del vitreo basale: la loro funzione è di garantire 

un’omeostasi vitreale in caso di fluttuazione dei valori sierici, 

regolando l'assorbimento di diverse molecole (ad esempio, taurina, 

mio-inositolo e betaina) insieme all’acqua osmoticamente legata a 

diversi tipi di cellule tra cui l'epitelio pigmentato retinico[199]. Gli 

aminoacidi a catena ramificata sono presenti nel vitreo basale, in 

quanto svolgono una funzione suppletiva alla produzione di ossigeno 

in caso di danno o assenza della corteccia vitreale[199].  

 

Un approccio metabolomico è stato applicato per il glaucoma, vista la 

gravità della patologia (che conduce alla cecità) e a fini economici – 

per ridurre i costi relativi alla frequenza delle visite, degli interventi 

chirurgici etc.  Studi caso-controllo realizzati su metabolomica in 

campioni di sangue di individui affetti da glaucoma ad angolo aperto 

vs individui sani hanno evidenziato differenze nella concentrazione di 

palmitoilcarnitina, sfingolipidi, composti correlati alla vitamina D e 

precursori di steroidi, come conseguenza della disfunzione 

mitocondriale e dei cambiamenti del metabolismo 

energetico[200].  Sono stati riscontrati cambiamenti significativi nelle 

concentrazioni dei metaboliti tipici N-acetilaspartato (NAA), 

creatina/fosfocreatina e colina/fosfocolina/glicerofosfocolina nell'area 

striata rispetto ai controlli sani e nella corteccia visiva dei topi 6 

settimane dopo l'inizio dell'ipertensione oculare[201]. Agudo-Barriuso  
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et al. hanno analizzato mediante la metabolomica la retina di topi 

sottoposti a traumatismo del nervo ottico, constatando una riduzione 

dei livelli di metaboliti intermedi del ciclo di Krebs (citrato, cis-

aconitato, succinato, fumarato e malato), mentre i metaboliti associati 

a stress osmotico (ipotaurina, urea, sorbitolo, mioinositolo ed 

eritritolo), stress ossidativo (acido ascorbico), ergotioneina, cisteina-

glutatione disolfuro) e il metabolismo del glucosio (fruttosio, glucosio, 

glucosio-6-fosfato, maltosio) sono risultati aumentati[202]. Livelli 

aumentati di sfinganina e fosfocolina sono stati trovati, suggerendo 

un'attivazione della via di segnalazione apoptotica della 

ceramide[203]. I nostri risultati sono coerenti con lo studio di 

Mayordomo-Febrer et al.,i quali hanno analizzato con 1H NMR l’umor 

acqueo di topi affetti da glaucoma cronico, trovandovi un aumento di 

aminoacidi, acetone e citrato[204].  Ciò è corroborato dal fatto che 

l’acetone è coinvolto nella sintesi di altre biomolecole come il 

colesterolo. Disregolazioni del profilo fosfolipidico, glicosfingolipidico 

(un aumento della C17 sfingosina, C17 sfinganina, e ridotti livelli della 

C19 sfingosina-1-fosfato) e del colesterolo, sono state descritte nel 

vitreo, umor acqueo e trabecolato di pazienti affetti da glaucoma.  È 

stato anche riportato che le concentrazioni della maggior parte delle 

diacilglicerofosfocoline e 1-etere, 2-acilglicerofosfocoline sono 

aumentate nei pazienti con glaucoma ad angolo aperto rispetto ai 

controlli sani[205]. Negli esseri umani, il metanolo è considerato un 

veleno perché l'alcol deidrogenasi 1b (ADH1b) metabolizza 
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principalmente il metanolo in formaldeide tossica. Il metanolo stesso 

non è tossico per le cellule animali; tuttavia, la formaldeide è 

responsabile della carcinogenesi, dei danni ai neuroni cerebrali legati 

all'età. L'intossicazione da metanolo può causare gravi disfunzioni 

visive e i derivati chiave del metanolo che portano alla tossicità 

oculare includono la formaldeide[206]. Sono stati segnalati casi di 

atrofia ottica indotta da metanolo insieme a aumento del C/D dei dischi 

ottici simile al glaucoma. È stato dimostrato che il metabolismo degli 

astrociti nelle culture è alterato dopo l'esposizione alla 

formaldeide[207]. Sebbene le cellule ossidino efficacemente la 

formaldeide per costituire formato, probabilmente utilizzando ALDH2 

e FDH, è stato osservato un aumento della glicolisi a causa 

dell'inibizione della respirazione mitocondriale. Nei granuli cerebellari 

coltivati esposti alla formaldeide, è stato rilevato un alto tasso di 

ossidazione accompagnato da aumenti significativi delle 

concentrazioni di formiato cellulare ed extracellulare, con 

conseguente incremento del consumo di glucosio e rilascio di lattato 

e, in ultimo, accelerazione dell'esportazione dell'antiossidante 

glutatione[208]. L’aumento del metanolo che è stato evidenziato nel 

presente studio per quanto riguarda i pazienti glaucomatosi, è 

compatibile con lo studio effettuato da Cui et al. i quali hanno 

speculato che nei soggetti glaucomatosi vi sia un aumento di 

produzione endogena di formaldeide. Esistono, infatti, plurime fonti di 

formaldeide cellulare, tra cui la deaminazione endogena della 
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metilammina, la demetilazione dell'istone, l'ossidazione del metanolo 

e l'assunzione esogena della formaldeide ambientale[206].  Anche gli 

enzimi nello smaltimento della formaldeide cellulare sono alterati nel 

glaucoma. Il gruppo carbonile polarizzato della formaldeide reagisce 

con il gruppo amminico della lisina o dell'arginina, formando basi di 

Schiff e producendo complessi legati in modo irreversibile e covalente 

tra proteine, nonché tra proteine e DNA a filamento singolo: in questo 

modo si assiste ad aumento della produzione di formaldeide 

nell’ippocampo di individui anziani con problemi di memoria o nelle 

malattie neurodegenerative tra cui l’Alzheimer[207]. La presenza di un 

aumento del metanolo in tale studio corrobora tale ipotesi.  
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CONCLUSIONI 

Questa tesi di dottorato presenta i risultati degli studi effettuati 

utilizzando nuove tecnologie di diagnostica clinica strumentale e di 

ricerca biomolecolare nell’ambito della malattia glaucomatosa.  

In particolare sono stati raggiunti i seguenti obiettivi: 

- implementazione di un prototipo di perimetro Compass con un 

database normativo di soggetti sani per quanto riguarda la 

griglia 30-2;  

- valutazione dell’affidabilità del perimetro Compass nel tempo; 

- utilizzo del perimetro Compass nell’indagine funzionale delle 

patologie retiniche; 

- attuazione di un programma di telemedicina mediante 

osservazione da remoto dei campi visivi e foto fundus; 

- utilizzo del questionario IDEEL nello studio dei pazienti 

glaucomatosi (valutando il forte impatto sulla vita quotidiana dei 

colliri ipotonizzanti), in abbinamento con la valutazione 

osmometrica del film lacrimale; 

- analisi spettrofotometrica della Cx 43 nell’umor acqueo di 

soggetti sani e glaucomatosi;  

- utilizzo di un approccio innovativo, come la metabolomica, nello 

studio del glaucoma.  
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I risultati del presente lavoro indicano la validità della perimetria 

Compass nella diagnostica e nel follow-up della malattia 

glaucomatosa, anche se necessitano di ulteriori studi per la 

definitiva validazione della metodica. Per quanto riguarda gli studi 

di biologia molecolare, i risultati ottenuti devono intendersi 

preliminari, ma offrono una importante indicazione di interesse in 

un settore innovativo quale è la ricerca di biomarkers nella 

patologia glaucomatosa. 

 

SVILUPPI FUTURI  

I futuri sviluppi del perimetro Compass sono rappresentati 

dall’implementazione nel software dello strumento di nuovi indici 

di danno glaucomatoso basati su pattern spaziali delle perdite del 

campo visivo centrale, e dall’inserimento dell’esame OCT, 

creando quindi una piattaforma unica integrata che permetterà la 

visualizzazione simultanea di 3 esami clinici fondamentali nella 

diagnostica del glaucoma e delle malattie retiniche in generale: la 

perimetria, la retinografia e la tomografia retinica. Inoltre, la sua 

capacità di trasferire immagini e dati clinici via Internet, permetterà 

il suo utilizzo nelle reti di telemedicina.  
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La ricerca di tipo molecolare concernente le analisi della 

Connessina 43 con metodo ELISA nell’umor acqueo di soggetti 

normali e glaucomatosi, permetterà di valutare l’importanza di 

questa subunità proteica della “gap junction” come biomarcatore 

del glaucoma, e migliorare le conoscenze dei meccanismi 

molecolari della malattia. Inoltre, un tale marcatore 

rappresenterebbe un utile strumento diagnostico e di 

stratificazione del rischio di malattia, permettendo di effettuare un 

trattamento personalizzato precoce.   

La spettroscopia H1-NMR del corpo vitreo rappresenta uno 

strumento interessante per la ricerca metabolomica nel glaucoma, 

sia per la semplicità della preparazione dei campioni, sia per 

l’elevata riproducibilità e rapidità di analisi. Il corpo vitreo è a diretto 

contatto con l’elemento critico della patogenesi glaucomatosa, 

rappresentato dalle cellule gangliari, le quali vanno incontro ad un 

processo degenerativo attraverso una complessa sequenza di 

eventi patologici in cui intervengono diversi fattori (alterazione del 

segnale delle neurotrofine, eccitotossicità, stress ossidativo, 

disfunzione mitocondriale, “misfolding” delle proteine, fenomeni 

ipossici ed ischemici, autoimmunità, ed autofagia). Nel vitreo 

quindi vanno a depositarsi vari prodotti metabolici che ricapitolano 

i vari stadi della progressione della degenerazione neuronale 

glaucomatosa. Lo studio dei metaboliti presenti nel liquido vitreale 
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e parallelamente nel sangue e nelle urine in una coorte adeguata 

di pazienti, permetterebbe quindi di valutare la possibilità di 

identificare un profilo chimico specifico nei pazienti affetti, che 

potrebbe essere utilizzato per una diagnostica di laboratorio della 

malattia. Inoltre tali informazioni metaboliche costituirebbero un 

evidente progresso nelle conoscenze sulla patogenesi 

degenerativa glaucomatosa e sulle possibili soluzioni 

terapeutiche, specialmente nel campo della neuroprotezione.  
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FIGURE E TABELLE 

 

Figura 1. Stereo-fotografia eseguita con Compass. 

Figura 2. OCT Heidelberg di un paziente glaucomatoso. 

Figura 3. Follow-up di paziente glaucomatoso con OCT Spectralis. 

Figura 4. Compass 24-2 con scotoma arciforme. 

Figura 5. Creazione dello sportello sclerale durante trabeculectomia. 

Figura 6. Rappresentazione grafica della Connessina 43 (fotografia 

estrapolata dall’articolo “Gap Junctions” di Nielsen MS et al.). 

Figura 7. Device Compass. 

Figura 8. Campo visivo 24-2 Compass. 

 Figura 9. Foto fundus a colori, Infrarosso e Red Free Compass. 

Figura 10.  Dettagli sul device Compass. 

Figura 11.  Stero-foto del fundus con Compass. 
Figura 12.  Foto fundus con Compass con dettaglio del Cup/Disc. 

Figura 13. Caratteristiche descrittive della perimetria Compass. 

Figura 14. Flow-chart del lavoro eseguito. 

Figura 15. Campo visivo Compass 30-2. 

Figura 16. Campo visivo Compass “New Grid”. 

Figura 17. Imaging multimodale delle atrofie geografiche. 
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Figura 18. “Merged image” di Heidelberg AF e CMP Compass con 

GIMMP. 

Figura 19. Scatterplot dei valori della sensibilità retinica. 

Figura 20. Mean Absolute Difference di ogni paziente oggetto dello 

studio. 

Figura 21. Variabilità test-retest nel gruppo di pazienti in studio. 

Figura 22. Plot Bland-Altman della variabilità test-retest di ogni coppia 

di campi visivi. 

Figura 23. Istogramma descrittivo degli “scores” del Compass. 

Figura 24. Grafico a torta sulla prevalenza delle variabili B e W. 

Figura 25. Curve di Roch di tutti gli agreement. 

Figura 26. Intervento di facoemulsificazione del cristallino. 

Figura 27. Posizione dei trocars nell'intervento di vitrectomia via pars 

plana. 

Figura 28. Immagine del fondo oculare durante l’intervento di 

vitrectomia. 

Figura 29. Piramide della popolazione concernente la frequenza della 

PIO nei casi e controlli. 

Figura 30. Piramide della popolazione concernente la frequenza della 

lunghezza assiale nei casi e controlli. 

Figura 31. Frequenza dell’ipercolesterolemia, pregresso intervento di 

FACO e assunzione di anticoagulanti nella popolazione.  
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Figura 32. Rappresentazione grafica dei valori di Cx43 riscontrati nei 

due gruppi. 

Figura 33. Spettro 1H NMR rappresentativo del campione di umor 

vitreo oggetto dello studio. 

Figura 34. Analisi PCA dei campioni analizzati.  

Figura 35. PCA loading plot. 
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