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RESUMEN

La red trabecular y el Canal de Schlemm son estructuras determinantes de la
dindmica de humor acuoso y por o tanto de ia presion intraocular. Ei tratamiento
farmacoldgico del glaucoma incide tanto en la disminucion de la produccidn de
humor acuoso como en ef aumento de su evacuacion. Profundizar en el estudio
de los mecanismos fisiologicos que regulan la evacuacion del humor acuoso a
través de las vias convencionales permitirg investigar y apficar nuevos farmacos
en el tratamiento del glaucoma. Se ha demostrade que el modelo de perfusion
del segmentc anterior ccular de ojo boving in vitre permite estudiar de forma es-
pecifica la actividad funcional de las estructuras relacionadas con la evacuacion
del humor acuoso. Diversos estudios han implicado el sisterma nervioso simpaético
en la regulacidn de la evacuacion del humor acuoso. Todavia hoy se desconoce
el mecanismo de accion de algunos neurotransmisores y/o farmacos que modifi-
can la evacuacicn del humor acuoso, Un ejemnplo caracteristico de éstos es la
epinefrina (EP!) que aumenta la evacuacion del humor acuosc. Los resultados
del presente trabajo muestran como, efectivamenite, la EPI incrementa la facili-
dad de evacuacion (C). Para estudiar si el efecto de la epinefrina es mediado a
traves de recepiores ¢ 0 3 se evalud la accion de un q-agonista, la metoxaming
(METX), al anadirlo al medio de perfusion. La METX indujo un aumento de la C
mayor del que indujo la propia EPI. Ademads, como se ha positulado que ef efecto
de fa EPI es mediado a través de prostaglandinas, se estudio la accion de la in-
dometacina {(como inhibidor de Ia ciclooxigenasa) sobre los efectos de la EPl y la
METX sobre la C. La indometacina por si sola no modificé la C mientras que los
efectos inducidos por EPl y METX se bloquearon en presencia de indometacina.
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Asimismo, la fentolamina bloqued tanto los efectos de EPI como de la METX. Fi-
nalmente se estudio la participacion del AMPc como segundo mensajero en las
estructuras celulares de evacuacion del humor acuoso. Con este proposito se in-
cremento la concentracion de AMPc intracelular con forskofina, dibutiri-AMPC ¢
IBMX; todas estas drogas incrementaron la C. Los resultados presentados mues-
tran, en su conjunto, la participacion de los receptores o-adrenérgicos en la regu-
lacion de la evacuacion del hurmor acucso en la red trabecufar y el Canal de Sch-
lemm bovinos, y muestran que tanto el AMPc¢ como las prostaglandinas participan
como sequndos o terceros mensajeros en gste proceso.

ABSTRACT

The trabecular meshwork and Schiemm’s canal are substantial elements in
aqueous humor dynamics and therefore in the final intraocular pressure. Pharma-
cological freatment of glaucoma is focused both to reduce aqueous humor pro-
duction (inflow} as well as to increase its efimination (outflow}. To study in depth
the physiological mechanisms that control aqueous humor outflow through con-
ventional pathways will allow to study drugs for glaucoma treatment. The perfu-
sion of bovine eye anterior segment in vitro permits to study specifically the func-
tional activity of outfiow structures. Different studies have implicated the
sympathetic nervous systems in the aquecus humor outflow regulation. The ac-
tion mechanism of some neurotransmitters or drugs that modify outflow are still
unknown. A characteristic example is epinephrine (EPI) that increases outflow fa-
cility (C} To study if EPFs effect is mediated by o or § adrenoceptors, we tested an
a-agonist, methoxamine (METX). When METX was added to the perfusion me-
dium, it induced a higher increase on C than the one induced by EPI. Moreover,
as EPI's effect could be mediated by prostaglandins, we tested the effect of indo-
methacin (a cycloxygenase inhibitor) on the effect of EPI and METX on C. While
indomethacin alone did not modify C, the presence of this drug blocked the ef-
fects induced by EPI ande METX. Phentolamine, aiso blocked the effects induced
by EP! and METX. Finally, the participation of cAMP as a second messenger on
outflow structures was studied. The intracellufar concentration of cAMP was in-
creased using forskolin, dibutyryl-cCAMP or IBMX; all these drugs increased C.
The present results show the participation of a-adrenoceptor on aqueous humor
outfiow regulation in bovine trabecular meshwork and Schiemm’s canal. Moreo-
ver, it seems that cAMP and prostaglandins have a role as second or third mes-
sengers in this process.
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INTRODUCCION

El humor acuoso bana vy ocupa las
dos camaras oculares, la posterior vy la
anterior; la secrecion del humor acuoso
tiene lugar fundamentalmente en los
procesos ciliares situados en la camara
posterior y es drenado continuamente
en el dngulo iridocorneal de la camara
anterior, el denominado &ngulo came-
rular. El equilibrio entre la produccién
y la evacuacién de humor acuoso de-
termina no solo la presidn en estas ca-
maras sino la presién intraocular {IOP).
Los valores fisiclégicos de la 1OP en el
hombre oscilan alrededor de los 15
mmHg (Goldmann, 1955, mediante to-
nometria de aplanacion). Cuando se al-
tera el equilibrio de los procesos deter-
minantes de la IOP {la secrecidn y la
evacuacion), se produce un aumento
de presion en ef globo ocular. Este au-
mento de la IOP compromete el flujo
sanguineo intraccular y en consecuen-
cia altera la fisiclogia ocular. Los diver-
sos procesos patoldgicos que cursan
con el signo comin de una IOP eleva-
da constituyen la entidad nosolégica
denominada glaucoma.

El abordaje terapéutico del glauco-
ma comprende la utilizacién de méto-
dos farmacolégicos y/o quirdrgicos, se-
gln el tipo de glaucoma (primario o
secundario; de dngule abierto o cerra-
do, etc...) y segln el grado de evolu-
cion del mismo. Los métodos farmaco-
l6gicos actdan bdsicamente sobre dos
puntos clave {Fig. 1): sobre los procesos
ciliares, donde se produce ef humor
acuoso (inflow), vy sobre la red trabecu-
lar-canal de Schlemm, donde se elimi-
na el humor acuoso (outflow). Uno de
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fos mecanismos posibles de disminuir
la IOP es actuar sobre el inflow dismi-
nuyendo la cantidad de humor acuoso
que se forma. La otra posibilidad es ac-
tuar sobre el cutflow aumentando su
evacuacién,

En el afic 1941 Friedenwald v Bus-
chke implicaron en la regulacion de la
dindmica del humor acuoso un compo-
nente adrenérgico del sistema nervioso
auténomo. Langham (1971) ha sugeri-
do que una de las etiologias del glauco-
ma podria ser una disfuncion vascular
gue se desarrollaria después de una al-
teracion de los mecanismos adrenérgi-
cos que regulan la dindmica del humor
acuoso. La utilizacidn de diferentes far-
macos que actian sobre receptores
adrenérgicos en el tratamiento de algu-
nos tipos de glaucoma ha aumentado
el interés por conocer mejor su meca-
nismo de accién y, a su vez, aportan
nuevas informaciones sobre la fisiolo-
gia de los procesos implicados. De he-
chg, la epinefrina se ha utilizado desde
hace muchos afios en el tratamiento
del glaucoma primario de dngulo abier-
to, pero todavia hoy desconocemos los
mecanismos celulares implicados en la
disminucién de la IOP que induce este
farmaco. Actualmente se acepta que la
reduccion de la IOP mediada por la
epinefrina se debe, ai menos en parte,
al aumento de la evacuacién del hu-
mor acuoso a través de la via conven-
cional, red trabecular vy canal de Sch-
lemm {Potter y Rowland, 1981; Tripathi
et al,, 1992).

La epinefrina puede actuar en los re-
ceptores @y B, y los efectos producidos
sobre la evacuacion del humor acuoso
podrian estar mediados por uno de es-



Figura 1

Representacion del dnpulo iridocorneal formado por la interseccidn de la cdmea vy {a insercion
del iris en la esclertica. Se pueden distinguir las estruciuras: iris (i}, cuerpe y epitelio ciliar (£C),
musculo ciliar (MC), red trabecular (T, plexos acuosos (PA), esclerdtica (E), cornea (C), v mem-
brana de Descemet (MD). Asi mismo se muestran los espacios ocupados por la cadmara anterior

(CAY v la camara posterior (CP),

tos receptores o por ambos. Algunos
autores han implicado los receptores o
adrenérgicos en la regulacion de la eva-
cuacion del humor acuoso (Sears y Ba-
rany, 1960; Eakins y Ryan, 1964) mientras
que otros han sugerido ia participacién
de los receptores § adrenérgicos (Bill,
1970; Erickson-Lamy, 1992).

El AMPc, segundo mensajero intra-
celular, parece ser una de las moléculas
mas claramente implicadas en la regu-
lacién de la evacuacion del humor
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acuoso, pudiendo ser uno de los me-
diadores del efecto inducido por la epi-
nefrina. En la red trabecular humana se
han identificado receptores 3 adrenér-
gicos acoplados a la adenilato ciclasa
(Wax, 1989; Busch, 1993), lo que su-
giere claramente 1a participacion de es-
tos receptores en el efecto de la epine-
frina. En cambio, en ia red trabecular
bovina el sistema de la adenilato cicla-
sa parece no estar acoplado a recepto-
res B adrenérgicos (Busch, 1993), y por



tanto el incremento de facilidad media-
do por el AMPc no estaria asociado a
la activacién de estos receptores.

Nuestros recientes estudios se han
centrado especialmente en la participa-
cion del AMPc como segundo mensa-
jero en la regulacidn de la evacuacion
del humor acuoso, asi como en la par-
ticipacion de los receptores implicados
en la sintesis intracelular de AMPc.

METODOS PARA EL ESTUDIO DE LA
EVACUACION DEL HUMOR
ACUOSO

Por la mayor facilidad del abordaje
quirdrgico y experimental, se ha inves-
tigade mucho sobre la produccién de
humor acuosa en los procesos ciliares:
por ello, hoy se dispone de una informa-
cion abundante sobre sus mecanismos.
Sin embargo, el estudio de la evacuacion
del humor acuoso es metodoldgi-
camente mds diffcil. En este sentido,
han supuesto avances muy importantes
la puesta a punto de técnicas que per-
miten €| estudic especifico de los me-
canismos relacionados con la elimina-
cién del humor acuoso (Erickson-Lamy
et al.,, 1988 v 1997; johnson y Tschum-
per, 1987). Estas técnicas han aportado
nuevos datos sobre |a fisiologia del hu-
mor acuoso y especialmente sobre el
mecanisme de accidn de farmacos uti-
lizados en clinica durante muchos
afios, def que la epinefrina es un ejem-
plo caracteristico,

Erickson-Lamy (1988; 1991) descri-
bié una técnica altamente especifica
para el estudio del outflow. Esta técnica
permite estudiar, sin la interferencia del
inflow, a evacuacion de humor acuo-

sc. Para esta técnica se utiliza el seg-
mento anterior ocular {semi-esfera ante-
rior del globo ocular), en el que se ha
eliminado €l iris, el cristalino y el cuer-
po ciliar, y se perfunde a una presién
constante y conocida en condiciones
de cultivo de érganos. Nuestro labora-
toric ha moedificado y validado esta
preparacion, mostrande la capacidad
de la misma para estudios funcionales
durante periodos prolongados (Gilabert
et al., 1994, 1996; Gasuli et al., 1995).

Brevemente, la preparacion consiste
en situar el segmento anterior en una
cdmara de perfusion especialmente di-
sefiada al efecto dentro de un incubador
a 36 °C y 5% de CO, (Fig. 2). Fl seg-
mento anterior se perfunde con DMEM
desde un reservorio situado a una altu-
ra especifica. La altura del reservorio
determina la presion de perfusién que
se registra mediante un transductor de
presion a la salida de la cdmara de per-
fusién. Este reservorio es sostenido por
un transductor de fuerza que permite
medir la cantidad de DMEM que se
pierde después de atravesar las estruc-
turas trabeculares. Ei flujo, en pl/min,
se registra con la ayuda de un ordena-
dor v se analiza mediante un software
disefado para tal fin. Con los datos de
flujo y presién se obtiene la facilidad de
evacuacion (C, ul/min/mmHg), pardmetro
resultante de la relacion entre el flujo
{pl/miny y ta presidn de perfusion (mmiHg).

PARTICIPACION DEL SISTEMA
NERVIOSO SIMPATICO EN LA
REGULACION DE LA EVACUACION
DEL HUMOR ACUQSO

El sistema nervioso simpitico se ha
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Figura 2

Diagrama del disefic experimental utilizado en este trabajo. Obsérvese como el segmento anterior
se encuentra en condiciones de cuitivo de drganos (36 °C y 5% CO,). El sistema informdtico reci-
be las dos senales necesarias para el calculo de la facilidad de evacuacion (ml/min/mmHg), pre-
si0n intracamerular {mmig) y volumen de medio {pl).

implicado en la regulacion de la eva-
cuacién del humor acuoso en numero-
sas ocasiones y en diferentes especies
COMo conejos, gatos, bovinos y huma-
nos. La inervacion de las vias de eva-
cuacién es variable; abundante en la
red trabecular del gato, menor en el co-
nejo y poco constante en los primates.
Sin embargo, el canal de Schlemm esta
profusamene inervado en todas las es-
pecies {Laties v Jacobowitz, 1966).

Se ha descrito en conejos que la esti-
mulacién simpética in vivo aumenta,
moderadamente, (a evacuacién del hu-
mor acuoso {Sears y Neufeld, 1975).
Por otra parte, la liberacién de norepi-
nefrina de las terminaciones nerviosas
de! iris después de la denervacidn sim-
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pética provoca un aumento del outflow
vy un descenso de la 10P. Tanto los re-
ceptores adrenérgicos o como los f po-
drian mediar este proceso. La informa-
¢idn existente al respecto hasta la fecha
no clarifica ni qué receptores estan im-
plicados ni cudl es su grado de partici-
pacion.

El efecto de 1a epinefrina se habia es-
tudiado en diversas preparaciones, in
vivo e in vitro, en las que persistia el
epitelic ciliar. Por ello, no se podia eva-
luar si las variaciones de facilidad de
evacuacion ¢ los cambios de IOP ob-
servados correspondian especificamen-
te a efectos sobre la evacuacion del hu-
mor acuoso. No fue hasta 1992
{Erickson-Lamy, 1992) cuando por pri-



mera vez se sugirid, ya con técnicas es- rmecanismos que disminuyen la presion

pecificas para el outflow, que fa epine- intrapcular. Algunos autores han sugeri-
frina era capaz de inducir un aumento do que la epinefrina podria actuar a tra-
en la facilidad de evacuacién, vés de los receptores B adrenérgicos
(Erickson-Lamy, 1992) acoplados a la

EL AMPc COMO SEGUNDO produccién de AMPc. Segin nuestios
MENSAJERQ IMPLICADO EN LA datos y en la preparacion bovina, la
REGULACION DE LA EVACUACION epinefrina (10°°M, n=8; Fig. 3) produce
DEL HUMOR ACUOSO un aumento de la facilidad de evacua-
cién de un 27% respecto a la facilidad

Diversos estudios mostraron que el de evacuacién basal. La forskelina, un
AMPc podia estar implicado en diversos activador del enzima que sintetiza el
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Figura 3
Estudio del AMPc: En ordenadas se muestra la relacién entre la facilidad de evacuacidn durante
la perfusion con una droga experimental vy la facilidad de evacuacion basal {periodo pre-droga).
En abcisas se muestran los diferentes grupos experimentales. Control, perfusién con medio
DMEM (n=13); EPI, epinefrina 10% (n=8); FSK, forskolina 107 {n=6); FSK, forskolina 10%M
n=6Y; db, dibutiril-AMPec 10 (n=6); db, dibutiril-AMPc 107M (n=6); I1BMX, isobutimetilxantina
10% (n=6); IBMX 108 + FSK 103M (n=6}; IBMX 10%M + EPI 10%M (n=6}. (Todas las barras
muestran la media de la relacidn de facilidades = error estindar).
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AMPc, la adenilato ciclasa, también in-
crementa la facilidad de evacuacion de
manera significativa. Asi, la forskolina
10°M (n=6) provoca un incrementc de
la facilidad de evacuacién del 37%,
mientras que una concentracién un or-
den menor, 10°M (n=6), induce un in-
cremento de sélo el 20% (Fig. 3). La
presencia en la perfusion de dibutiril-
AMP¢, un andlogo del AMPc muy per-
meable a la membrana celular, también
provoca un aumento significativo de la
facilidad de evacuacion. Esta accion de
dibutiril-AMPc, como la de |a forskoling,
es dosis dependiente; el dibutirii-AMPC a
10 (n=6) incrementa la facilidad de
evacuacidn en un 52%, mientras que a
107M {n=6), el incremento sdlo es del
43% (Fig. 3). Finalmente, se estudid la
inhibicién de la fosfodiesterasa, e! enzi-
ma encargado de degradar el AMPc,
mediante la isobutilmetilxantina (IBMX,
10°M). Este inhibidor, inespecifico pero
muy potente de la fosfodiesterasa, incre-
mentd la facilidad de evacuacion de la
preparacion en un 27% (n=6; Fig. 3.
Todos estos resultados sugieren la
participacién del AMPc en la regula-
cién de la facilidad de evacuacion del
ojo bovino. Asi, todes los mecanismos
evaluados gue incrementan la concen-
tracion intracelular de AMPc provocan
un aumento en la facilidad de evacua-
cién. Esto es: tanto la forskolina, que
aumenta la sintesis de AMPc, el andlo-
go dibutiril-AMPc¢, y el IBMX, inhibidor
de la fosfodiesterasa, provcan el mismo
efecto sobre |a facilidad de evacuacion.
Por otra parte, la aplicacion simulténea
al medio de perfusidn de dos farmacos
que incrementan el AMPc provocaron
un efecto aditivo, aumentando la facili-
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dad de evacuacién muy significativa-
mente. la perfusidon simultinea con
IBMX (10°°M} v forskolina (10°M) pro-
dujo un incremento del 73% (n=6; Fig.
3, mientras que la perfusion simuliénea
con IBMX (10°°M) v epinefrina (10%M}
incrementd la facilidad de evacuacién
en un 47% (n=6; Fig. 3).

LOS RECEPTORES o-ADRENERGICOS

Entre otros posibles receptores, {a epi-
nefrina v la norepinefrina podrian me-
diar en las vias de evacuacion del hu-
mor acuoso a través de la activacion de
los receptores o, adrenérgicos. Para
comprobar esta posibilidad se estudié
el efecto sobre la facilidad de evacua-
cién de la metoxamina {10°M, n=8),
un agonista selective ¢,. La presencia
de este farmaco en el medio de perfu-
sidn incrementd la facilidad de evacua-
cidn en un 29% (Fig. 4). Este incremen-
to de la facilidad se pudo bloguear, al
menegs en parte, mediante fa fentolami-
na, un antagonista amplio € inespecifi-
co o adrenérgico {Fig. 4). Del mismo
modo, el efecto de la epinefrina sobre
la facilidad de evacuacién también pu-
do ser blegueado por la fentolaming
(Fig. 4). Tomados en su conjunto, estos
datos avalan la participacion de 1os re-
ceptares o, adrenérgicos en la prepara-
cién bovina, y refuerzan otros datas en
este sentido (Eakins y Ryan, 1964; Pot-
ter, 1987).

PARTICIPACION DEF LAS
PROSTAGLANDINAS

Algunos estudios han propuesto la
participacion de las prostagiandinas en
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Estudio de los c-adrenoreceptores y participacion de las prostaglandinas: En ordenadas se
muestra la relacion entre la facilidad de evacuacion durante la perfusion con una droga experi-
mental y la facilidad de evacuacion hasal (periodo pre-droga). En abcisas se muestran los diferen-
tes grupos experimentales. Contral, perfusion con medio DMEM (n=13); METX, metoxamina 10
S (n=8); METX + FEN (FEN, fentolamina), 10°%4 en ambos casos (n=6); EPl + FEN, 10'*M en
ambas casos (n=5); INDQ, indometacina 10'5M (n=7); METX + INDO, 10® y 10-°M respectiva-
mente (n=6); METX + INDQ, 10% v 10*M respectivamente (n=6); EPl + INDO, 10M en ambos
casos (n=6}. (Todas las barras muestran la media de |a relacién de facilidades + error estindar).

la regulacion de la facilidad de evacua-
cién, mostrando en diferentes prepara-
ciones que estos compuestos son capaces
de aumentar la evacuacion del humor
acunsa. Como los receptores ¢, adre-
nérgicos pueden activar la sintesis de
prostaglandinas, se estudié el efecto del
blogueo de su sintesis con indometaci-
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na. La indometacina bloqued totalmen-
te el aumento de la facilidad de eva-
cuacién inducido por la epinefrina (Fig.
4). Ademas, este bloqueo fue igualmen-
te eficaz cuando se wtilizé metoxamina
en lugar de epinefrina para aumentar la
facilidad de evacuacién de humor
acuoso (Fig. 4). Estos datos coinciden



con los existentes (Bhattacherjee v
Hammond, 1977; Camras et al,, 1985;
Anderson y Wilson, 1990) sobre la po-
sible participacién de ias prostaglandi-
nas en la regulacidn de la evacuacion
del humor acuoso vy refuerzan la impli-
cacién de las mismas en los mecanis-
mos celulares del outflow.

CONCLUSIONES

La informacion que acabamaos de re-
sumir permite afirmar que los recepto-
res adrenérgicos tienen un papel en la
regulacién de la facilidad de evacua-
cién en el ojo bovino. Concretamente,
la epinefrina, firmaco utilizado habi-
tualmente en el tratamiento del glauco-
ma, parece tener un mecanismo de ac-
tuacion mediado, al menos en parte, a
través de los receptores o, adrenérgi-
cos. Dos de los datos experimentaies
presentados  anteriormente  confirman
este mecanismo; i} el incremento de la
facilidad de evacuacion provocado por
fa metoxamina, v i) el bloqueo del
ofecto de la metoxamina en presencia
de fentolamina.

La cascada de reacciones intracelu-
lares que se desencadena tras la activa-
cion de los receptores o, adrenérgicos
induce la sintesis de prostaglandinas
{Nebigil y Malik, 1993). En nuestra pre-
paracién, este hecho parece confirmar-
se con el efecto de fa indometacina. Es-
tos experimentos muestran como la
indometacina por si sola no es capaz
de inducir ningn cambio agudo en la
facilidad de evacuacidn, mientras que
la indometacina es capaz de bloquear
ol efecto del aumento de facilidad de
evacuacion inducido tanto por la meto-
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xamina como por la epinefrina. En re-
sumen, un posible mecanismo de ac-
cién podria iniciarse a través de la
activacién de un receptor adrenérgico
(posiblemente o,} por un agonista (la
epinefrina) el cual activarfa la sintesis
enddgena de prostaglandinas. Estas, las
prostaglandinas, activarfan sus propios
receptores especificos, provocando e
incremento de la facilidad de evacua-
cidn observado.

El incremento fisioldgico de la con-
centracién intracelular de AMPC se po-
dria producir, fundamentalmente, a tra-
vés de la activacion o bien de los
receptores B adrenérgicos o hien de los
receptores de prostaglandinas. La acti-
vacién de los receptores B adrenérgicos
parece poco probable en {os tejidos de
la red trabecular y canal de Schlemm
bovinos {Busch et al,, 1993). En cam-
bio, los datos experimentales presenta-
dos en este estudio sugieren que los re-
ceptores de prostaglandinas serfan €l
mecanismo fisioldgico a través del cual
se induciria un aumento del AMPC in-
tracelular. De este incremento en la con-
centracion intracelular de AMPc resulta-
ria el aumento observado de la facilidad
de evacuacion del humor acuoso.

Se podria concluir que los datos pre-
sentados avalan un mecanismo de ac-
cién fisiolégico para farmacos agonistas
de la epinefrina en el tratamiento far-
macolégico de la hipertension ocular.
Sin embargo, a pesar de que la prepara-
cién de ojo bovino es un buen modelo
para el estudio de ia fisiopatologia del
glaucoma, es necesario profundizar en
su estudio v confirmar estos resultados
en tejido de ojos humanos para su po-
sible uso terapéutico.
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