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1. OBJECTIUS DE L'ESTUDL

El sistema nervids simpatic manté, fonamentalment, la homedstasi de
l'organisme (Cannon, 1932). Autors com Friedenwald i Buschke (1941) van ser els
primers en proposar que la dinamica de l'humor aqués podria estar regulada pel
component adrenérgic del sistema nervids autonom. D'aquesta manera es va comengar

a implicar el sistema nervios simpatic en la regulacié de la dinamica de I'humor aqués.

Altres autors han sotgerit que la patologia anomenada glaucoma podria ser
deguda a una disfuncié vascular que es desenvoluparia després de una disfuncié dels

mecanismes adrenérgics que regularien la dinamica de I'humor aqués (Langham, 1971).

La utilitzacié de diferents drogues que actuen sobre receptors adrenérgics en el
tractament d'alguns tipus de glaucoma ha contribuit a l'interés per concixer el

mecanisme d'accidé d'aquestes drogues i alhora la fisiologia dels processos implicats.

Un millor coneixement de les estructures oculars, el funcionament d'aquestes, i
la seva regulacid, tant per mecanismes de tipus nerviéos com per altres tipus de
mecanismes, pot conduir-nos a un coneixement més profund de les patologies que
afecten aquestes estructures i, per tant, a un millor tractament (farmacoldgic o

quirurgic).

L'objectiu d'aquest estudi ha estat aportar noves dades que permetin conéixer
amb més profunditat el/s mecanisme/s de regulacié de l'evacuacié de 'humor aquos, un
dels processos que estan directament implicats en el manteniment de la pressié

intraocular (IOP), dins dels limits fisiologics.

El millor coneixement d'aquest procés aportara a una millor utilitzacié dels
farmacs usats en el tractament de patologies com el glaucoma i a l'assaig de nous

farmacs més eficagos.



2. INTRODUCCIO

L'ull huma 1 en general el dels mamifers superiors €s una estructura sensorial,
continguda en la cavitat ocular del crani, connectada amb el cervell a través del nervi
optic. Les 5/6 parts de la superficie del globus ocular estan ocupades per l'esclera la
qual es fusiona amb la dura mare que envolta el nervi optic. L'esclera és la capa blanca
1 opaca que protegeix externament el globus ocular. L‘gltre 1/6 de la superficie del
globus ocular esta ocupat per la cornia, estructura de naturalesa fibrosa, transparent 1
convexa, en la qual es produeix la refracci6 de la llum que hi incideix. La unié

d'aquestes dues estructures, es produeix en el limbus esclerocornial (Tripathi, 1984).

L'ull esta format principalment per tres capes (tuniques). Des de l'exterior cap a

I'interior tenim: la tinica fibrosa, la regié uveal i la retina (Fig. 1).

La tdnica fibrosa, la més externa, esta formada per aproximadament tres zones,

l'esclera, la cornia i el limbus esclerocornial (Tripathi, 1984).

L'esclera, mencionada anteriorment, és una capa blanca, opaca i resistent, de
naturalesa fibrosa que actua recobrint l'ull per l'exterior. Aquesta capa, juntament amb
la pressié intraocular (IOP) manté estable les dimensions de 1'ull de manera apropiada

per a la seva funcio optica.

La cornia, que ocupa la part anterior del globus ocular, és un teixit transparent
caracteritzat per l'abséncia de vasos sanguinis. De forma convexa per l'exterior i
concava per l'interior, t¢ una funcié principalment optica degut a que forma la principal
superficie refractant del sistema dioptric de I'ull. La llum atravessa aquesta estructura i,
a través de les estructures internes de l'ull, incideix en la retina on I'energia lluminosa

(fotdnica) es transformada en un senyal eléctric (Waltman i Hart, 1987).

El limbus esclerocornial és la zona de transicié entre l'esclera i la cornia i esta

situat per tant en la part anterior del globus ocular. Aquesta zona nodreix

2.
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Fig. 1. Diagrama de la seccidé meridional de I'ull huma. (Cole, 1984)



periféricament la comnia a través de petits vasos limbals i conté les estructures per on
I'humor aqués es drenat majoritariament: la xarxa trabecular i el canal d'Schlemm.
Alteracions tant estructurals com dinamiques en aquesta zona acostumen a provocar el

desenvolupament d'un glaucoma.

La regi6é uveal o capa intermitja, forma la tinica pigmentada i vascularitzada de
l'ull. Es divideix habitualment en tres zones: la coroides, el cos ciliar i l'iris (Tripathi,
1984).

La coroides és la part vascularitzada posterior de la regié uveal que té com a
funcié principal la de proporcionar nutrients a la retina. La coroides s'extén des del

punt d'insercio del nervi optic fins a la ora serrata, punt on comenga el cos ciliar.

El cos ciliar es troba a continuacié de la coroides i de la retina, en la part
anterior de l'ull. Té una forma aproximadament triangular i juntament amb l'iris marca
la separacio de les dues cambres de 1'ull, la cambra anterior i la posterior. La part
anterior del cos ciliar forma el limit de l'angle iridocornial i continua per la part anterior
per formar la xarxa trabecular uveal. La part posterior esta composada pels processos

ciliars 1 el muscle ciliar.

L'iris, insertat en la part mitja del cos ciliar, marca la separacid entre les dues
cambres oculars i actua com a diafragma per a la llum que arriba a través de la comia.
L'iris és una estructura pigmentada que deixa ﬁna obertura al centre: la pupillla. A
través de la pupil-la, I'humor aqués format en els processos ciliars passa de la cambra

posterior a la anterior.

La capa més interna de les tres esta formada per dos components: la capa

sensorial de neurones anomenada retina i l'epiteli pigmentat (Tripathi, 1984).

L'epiteli pigmentat es troba fortament unit a la coroides i s'extén, igual que la

coroides des del nervi optic fins a la ora serrata, on continua I'epiteli ciliar pigmentat.



La retina esta més o menys unida a l'epiteli pigmentat i es mostra com una capa
transparent. Aqui es on troben els cons i els bastons, c¢l-lules on l'estimul lluminés es
transforma en estimul eléctric, que som capagos d'interpretar 1 aixi obtenir una imatge

de l'exterior que ens envolta.

2.1. Anatomia funcional de les cambres oculars.

Com s'ha mencionat en l'apartat anterior, l'ull es pot dividir en dues cambres
clarament diferenciades, la cambra posterior i la cambra anterior (Fig. 2) (Tripathi,
1984).

La cambra posterior (Fig. 2) es troba delimitada en la part anterior, per I'epiteli
pigmentat de la part posterior de l'iris, en la part anteromedial per la zona de contacte de
l'iris 1 el cristal-li i en la part anterolateral per la zona d'unié entre l'iris i el cos ciliar. El
cristal‘li per la part medial, els processos ciliars per la part lateral i I'humor vitri per la

part posterior acaben de delimitar la cambra posterior (Tripathi, 1984).

Aquesta cambra, igual que la anterior, es troba banyada per I'humor aquds que es

forma en els processos ciliars i que a través de la pupil-la passa a la cambra anterior.

La cambra anterior (Fig, 2) esta delimitada per la cornia en la seva part més
anterior. L'iris, conjuntament amb la superficie del cristal-li, marca la separacid entre
les dues cambres per la part més posterior. Pels laterals, el limit el marca la part
anterior del cos ciliar tot formant l'extrem de l'angle iridocornial. La forma i la
profunditat de la cambra ve donada per la curvatura de la cornia i per la forma de l'iris,

parametres que varien per a diferents individus (Tripathi, 1984).

La cambra anterior €s el reservori on hi trobem I'humor aqués, fluid que és el
principal responsable de la pressi6 intraocular i que conjuntament amb la tinica fibrosa,
manté les estructures oculars en unes dimensions estables per a una bona funcié visual.

A més, 'humor aquds contingut en la cambra anterior, aporta els nutrients necessaris a
2.
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Fig. 2. Diagrama del segment anterior ocular. S'hi mostren les
cambres oculars i les principals estructures (Tripathi, 1984).



la cornia i a la lent, teixits que, degut a I'abséncia de vascularitzaci6, necessiten obtenir

els nutrients d'altres procedéncies.

2.1.1. Fisiologia de I'angle iridocornial.

En la cambra anterior de l'ull, la cornia i l'iris no interseccionen de
manera brusca, sind que formen l'angle iridocornial (Fig. 3) (Tripathi, 1984).
Aquest angle és simplement la finalitzacié de la cornia i l'inici de les estructures
de la uvea i no tindria més importancia sin6 fos perqué en aquest punt és troben
les principals estructures que drenen l'humor aqués de la cambra anterior cap a

les venes.

2.1.1.1. La xarxa trabecular.

La xarxa trabecular (Fig. 4) és una estructura que es troba situada
practicament en l'extrem de I'angle iridocornial, i com diu el seu nom,
esta format per cél-lules organitzades en forma de xarxa, de manera que
pels espais intercel'lulars I'humor aqués pot arribar fins al canal
d'Schlemm (Tripathi, 1984; Caprioli, 1987).

La xarxa trabecular pot ser dividida en dues parts
fonamentalment, la trabécula uveal i la trabeécula cornioescleral (Cole,
1984). La trabécula uveal esta formada per diferents capes de cél-lules
que representen la continuacid tendinosa de les c¢l-lules del muscle ciliar
(Tripathi, 1984). EIl teixit connectiu del muscle ciliar s'extén cap a la
part anterior i s'organitza per formar les capes de la trabécula uveal. Les
capes en contacte amb la cambra anterior tenen una disposicio radial 1 es
troben entre el cos ciliar i 'inici de la capa més interna de la cornia (la

membrana de Descemet). Les capes de la trabécula uveal que es troben
1



Canal d'Schlemm

Fig. 3. Dibuix de 'angle iridocornial mostrant les estructures per on es
drenat I'humor aqués (Xarxa trabecular i Canal d'Schlemm) (Cole, 1984).



Fig. 4. Representacio de les estructures de I'angle de la cambra anterior de I'ull.
C, comia; SL, linia de Schwalbe; TM, xarxa trabecular; SC, canal d'Schlemm;
IP, procés de l'iris; CB, cos ciliar; I, iris (Tripathi, 1992).



més a l'interior de la xarxa trabecular, estan orientades majoritariament
de forma circumferencial i les cél'lules que les formen tenen una forma

més aplanada i els espais que deixen entre elles son més petits (Tripathi,
1984, Cole, 1984).

La trabécula cornioescleral té un aspecte similar a la part més
externa de la trabécula uveal i esta formada per capes aplanades 1i
perforades de cel'lules. Les cel'lules estan orientades de manera
circumferencial i paral‘lela a la superficie -del limbus esclerocornial en
un total de entre 8 i 15 capes en l'especie humana. La trabécula
cornioescleral es la continuacié dels elements fibrosos de la esclera i

s'extén fins a l'inici de la cornia (Tripathi, 1984; Cole, 1984).

Els espais que deixen les cellules de la xarxa trabecular esta
ocupat per la matriu extracel'lular, que es composa principalment de
fibres de col-lagen de tipus I i de fibres de elastina (Berman, 1991).
Aquests dos tipus de fibres sén els components funcionals i estructurals
majoritaris de la matriu extracel'lular. A més, també s'han trobat altres
compostos com fibres de col-lagen de tipus IV, glicosaminoglicans (la
xarxa trabecular €s rica en aquestes substancies), fibronectina i laminina
(Berman, 1991). Es creu que la matriu extracel-lular pot tenir un paper
important en la regulacié de; la evacuacié de 'humor aqués, essent un

dels aspectes que s'estudien actualment (Johnson, 1986; Berman, 1991).

Els espais que deixen les cél-lules de la xarxa trabecular son
importants, perque és per aquests espais per on 'humor aquos arriba al
canal d'Schlemm. Aquests espais varien en diametre, essent més grans
els més interns i més petits conforme anem cap al canal d'Schlemm, per
tant els espais de la trabécula uveal son majors que els de la trabécula
cornioescleral (Tripathi, 1984; Cole, 1984). En les diferents capes, les
obertures no estan disposades de forma ordenada sin6é que conformen un
cami tortuds cap al canal d'Schlemm. L'humor aqués €s capag de passar

per aquest espais i arribar al canal d'Schlemm, peré quan aquests espais
10.



es collapsen per l'acumulacié de substancies com ara proteines,
substancies mucilaginoses o pigment de l'iris, la evacuacié es veu
dificultada i la conseqiiéncia acostuma a ser un augment en la pressio
intraocular (Johnson, 1986). Un apunt important és que els espais de la
xarxa trabecular poden augmentar de tamany, segons l'estat del muscul
ciliar. Quan aquest muscul es contrau, la porositat de la trabécula
augmenta, 1 el pas de l'humor aquds és més facil (Johnson, 1986).
Aquest mecanisme €s important en el tractament del glaucoma amb

drogues de tipus colinérgic (Berman, 1991). .

2.1.1.2. El canal d'Schlemm.

El canal d'Schlemm (Fig. 3 i 4) és una estructura anular que forma
una circumferéncia completa en la part interna del limbus esclerocornial
(Tripathi, 1984). Es troba limitat per la part més interna per la xarxa
trabecular i per la part externa per el teixit escleral. El canal té una llum
allargada i paral-lela a les diferents capes de cél-lules que formen la
xarxa trabecular. El canal d'Schlemm és una estructura que es troba molt
ben formada en la espécie humana i també en altres espécies proximes,
encara que hi ha algunes especies com el conill, on el canal d'Schlemm

€s poc desénvolupat (Cole, 1984).

En les parets del canal es poden diferenciar tres capes: el teixit
connectiu pericanalicular, la membrana basal i la capa endotelial
(Tripathi, 1984).

El reixit connectiu pericanalicular es troba entre la part més
externa de la xarxa trabecular (la trabécula cornioescleral) i la membrana
basal (Tripathi, 1984). Aquesta part també s'ha anomenat endothelial
meshwork o teixit connectiu juxtacanalicular per estar a continuacié de la

xarxa trabecular. Les cé€l'lules d'aquesta zona estan unides a les del seu
11.



voltant i pels espais extracellulars que deixen, ocupats en part per
substancies de naturalesa fibrosa, I'humor aquds pot arribar a la capa
endotelial del canal (Berman, 1991). Aquestes cél'lules tenen una
capacitat fagocitica important i mostren vacuoles fagocitiques, granuls
de pigments i altres particules extranyes, sobretot en ulls de individus
d'edat avangada (Johnson, 1986; Berman, 1991). Aquesta activitat de les
cel-lules es creu que té una funcié de neteja dels espais extracel-lulars,
per permetre aixi un bon pas de 'humor aquéds cap a I'endoteli del canal.
A més, aquestes cél-lules responen o a substancies d'origen hormonal,
neural o als canvis en la pressié intraocular i a medicacions

antiglaucomatoses, alterant la porositat d'aquesta zona.

La membrana basal és una lamina que separa el teixit connectiu
pericanalicular i la capa endotelial del canal i esta formada per una xarxa

de granuls de material amorf i de fins filaments (Tripathi, 1984).

La capa endotelial del canal estd formada per cellules
endotelials, solapades i1 unides entre elles formant una capa paral-lela a la
circumferéncia del canal (Tripathi, 1984). La principal caracteristica de
les cél'lules de la capa endotelial és la capacitat de formar el que
s'anomenen vacuoles gegants, que son invaginacions de la membrana de
la cél'lula que s'inicien en la part trabecular i que arriben a formar un
vertader canal intracel-lular (Cole, 1984; Caprioli, 1987). Aquestes
vacuoles, acaben per tancar-se per la part trabecular i buiden el seu
contingut a la llum del canal. Aixi la cél'lula endotelial recupera la seva

forma inicial.

L'humor aquoés contingut en el canal d'Schelmm es drenat a través
de tres plexos venosos. La llum del canal esta connectada al plexe
intraescleral profund per canals collectors distribuits en tota la
circumferéncia del canal (Cole, 1984). EI plexe intraescleral profund
esta connectat a la vegada amb els plexos intraescleral mitja i epiescleral.

Finalment aquests drenen el seu contingut a les venes ciliars anteriors. A
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part, una quantitat variable dhumor aqués arriba directament a les venes
epiesclerals a través de les venes aquoses, que surten directament del

canal i drenen el seu contingut en el plexe epiescleral (Tripathi,1984).

2.1.2. L'iris i els processos ciliars.

L'iris, com s'ha mencionat anteriorment, és la estructura situada entre la
cambra anterior i posterior que actua com a diafragma per a la llum que arriba a
I'ull (Fig. 11 2) (Tripathi, 1984). La obertura que deixa en el seu centre, la
pupil-la, permet la comunicacio entre les dues cambres de I'ull. La major part de
I'iris queda sobre la superficie anterior del cristal'li, i en abséncia de la lent, I'iris
s'abomba cap a la cambra posterior, augmentant aixi el volum contingut en la
cambra anterior. El color variable de l'iris depén de la quantitat de pigmentacio
en les cél-lules de I'estroma de cada individu.

Segons l'origen embrionari, podem dividir l'iris en dues parts: l'uveal

(mesodérmica) i la neuroepitelial (retinal) (Tripathi, 1984).

L'estroma de l'iris consisteix en una capa superficial anterior avascular i
la capa posterior vascularitzada del propi estroma. La capa més anterior esta
composta per melanocits pigmentats i fibroblasts, orientats paral-lelament a la
superficie de l'iris (Tripathi, 1984). Es poden distingir en la superficie de l'iris
les criptes o obertures, formades per l'abséncia de malanocits i de fibroblasts
(Cole, 1984). La capa posterior es diferencia fonamentalment de la capa
anterior per la abundant vascularitzaci. Aquesta part conté a més a més, forga
components extracel-lulars i poques cél-lules, nervis i el esfinter pupil-lar. Les
cel'lules de l'estroma estan rodejades de teixit connectiu col-lagindés i de
mucopolisacarids (Tripathi, 1984). Les fibres de col'lagen es troben disposades
de manera radial des de la periféria cap a la pupil-la i des de la zona posterior a
la anterior. Les fibres musculars estan orientades meridionalment i en la zona

limitant amb la pupil‘la s'orienten circularment.
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La part neuroepitelial de I'iris estd composta per una capa epitelial doble
en la part posterior. La part epitelial posterior és la continuacié de l'epiteli no
pigmentat del cos ciliar i de la part neural de la retina. Aquesta capa de cél-lules
epitelials fa que l'iris tingui una superficie posterior llisa, on s'hi troben solcs

concentrics que permeten la dilatacié parcial de la pupil-la (Tripathi, 1984).

Els processos ciliars (Fig. 2 i 3) estan compostos per un teixit connectiu
central altament vascularitzat i una doble capa de teixit epitelial (Caprioli,
1987). Els capilars de l'estroma tenen un la seva estructura unes grans
fenestracions de entre 300 i 1000 A. Des de la cambra posterior cap a l'estroma
(teixit connectiu central) trobem la capa endotelial interna no pigmentada
(EINP) (Fig. 5) que esta en contacte amb la cambra posterior (Caprioli, 1987).
A continuaci6 hi ha la capa epitelial pigmentada externa (EPE) (Fig. 5) que esta
en contacte amb el teixit connectiu central. Les cél-lules de la EPE tenen forma
de cub i contenen abundants melanosomes en el citoplasma perd sén pobres en
organuls intracel.lulars. A diferencia, les cel-lules de la EINP son columnars i
contenen abundants mitocondries i reticle endoplasmatic, tant 1lis com rugos.
Aquestes cél-lules es caracteritzen per nombroses invaginacions basals i
interdigitacions laterals. Els dos tipus de cel-lules estan unides per diferents

tipus d'unions intercel-lulars com desmosomes o unions en gap (Caprioli, 1987).

La funcié principal d'aquesta estructura €s la produccio de I'humor aqués
a partir del plasma sanguini. La produccié de I'humor aqués es descriu en el

segiient punt.

2.2. L'humor aqués.
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Cél.lula de I'epiteli
ciliar no pigmentada

Cél.lula de I'epiteli
ciliar pigmentada

N MEL

Fig. 5. Diagrama esquematic de les c¢l.lules epitelials pigmentades ino
pigmentades de I'epiteli ciliar. BI, replegaments basals; BM, membrana
basal; CC, canals ciliars; DES, desmosomes; FE, endoteli capilar fenes-
trat; GJ, unié en gap; MEL, melanosoma; MIT, mitocondria; RBC, eri-
trocit; RER, reticle endoplasmatic rugés; TJ, unié impermeable.
(Caprioli, 1987)



L'humor aquos és el fluid contingut en la cambra anterior 1 posterior de l'ull. Es
creat en els processos ciliars del cos ciliar i drenat cap a la sang majoritariament a

través de la xarxa trabecular i el canal d'Schlemm.

Els components quimics de l'humor aqués deriven de diferents llocs.
Principalment, la majoria dels components deriven del plasma i de I'epiteli ciliar, pero
altres substancies més especifiques provenen d'altres teixits com I'endotel'li cornial, el

cristal'li o I'humor vitri (Caprioli, 1987; Berman, 1991).

Les substancies de 'humor aquds perd, no només son secretades o filtrades pels
teixits sin6 que també¢ algunes d'elles son recaptades com a nutrients per les cél-lules

dels teixits que hi estan en contacte (Cole, 1984).

La composici6 especifica de I'humor aqués mostra com aquest fluid no és només
un producte de filtracié o de secrecio, siné que la seva composicié esta controlada
acuradament i els seus components son regenerats constantment. La composicié de
I'humor aquds esta controlada per diferents factors i la desregulacié d'aquests factors
provoca, com a conseqiiéncia, canvis en la composicié de I'umor aqués que poden

produir diferents patologies en la cambra anterior (Berman, 1991).

L'humor aquds és un fluid transparent i sense color que t€ una viscositat inferior
a la del plasma sanguini degut a que la concentracié de proteines és menor que la
concentracié plasmatica (Berman, 1991). En I'humor aqués huma, la concentracié dels
principals cations (Na*, K*, Mg?*) és similar a la del plasma amb la excepci6 del Ca®*
que és troba en una concentraci6é considerablement menor. Els dos principals anions
(CI'i HCO5') també estan en concentracié similar a la del plasma. Aquesta composicio
de les substancies ioniques és l'adequada per mantenir la neutralitat eléctrica i1 per
obtenir una capacitat tamponadora necessaria pels teixits banyats per I'humor aquds
(Cole, 1984; Caprioli, 1987; Berman, 1991).

Altres molécules presents en I'humor aqués son l'ascorbat que es troba en una
concentracid 20 vegades més gran a la del plasma, el glutatié en concentracié menor a

la plasmatica 1 glucosa en una concentracié entre el 76 i el 63% de la plasmatica.
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D'altra banda, els aminoacids lliures es troben en una gran varietat de concentracions,
depenent de si son o no filtrats a partir del plasma, o de si son secretats per l'epiteli

ciliar (Berman, 1991).

També troben en I'humor aquos altres tipus de substancies con catecolamines,
prostaglandines i hormones en concentracions que varien segons l'estat de individu i de
les possibles patologies que pugui tenir. Les proteines es troben en una concentracié
molt inferior (1/500) a la concentracidé plasmatica. La proteina més abundant és
l'albiimina (50% del total de proteines), perd també s'hi troben altres proteines com la
transferrina, prealbiimina, orosomucoid i a;-glicoproteina acida. També s'hi han trobat

alguns tipus de immunoglobulines (Ig G i Ig E) (Berman, 1991).

2.2.1. Producci6 de I'humor aquoés.

L'humor aqués es format en els processos ciliars com s’ha mencionat
anteriorment. Hi ha diversos mecanismes pels quals I'humor aqués podria
arribar a la cambra posterior: difusié passiva, transport actiu, ultrafiltracié i per

l'activitat de I'enzim anidrasa carbonica (Caprioli, 1987).

La major part de I'humor aqués es format per transport actiu de soluts per
les cel'lules de lz; capa endotelial interna no pigmentada (EINP) (Fig. 5) que
necessiten per aquest procés energia en forma d'ATP, obtinguda de les
abundants mitocondries del seu citoplasma (Caprioli, 1987). El complex
enzimatic Na'/K* ATPasa és el sistema de transport actiu que es troba en gran
concentracié en les interdigitacions laterals d'aquestes cél-lules (EINP). La
quantitat d'humor aqués format depén de la quantitat de soluts transportats
activament per l'epiteli ciliar. El model acceptat per la formacié d'aquest fluid
consisteix en un gradient osmotic que es manté constant en els canals
intercel-lulars laterals. La major concentracié de soluts es troba en el canal al
voltant de unié intercel'lular entre dues cél'lules. Aquest fluid hipertonic

provoca un flux d'aigua a favor de la pressié osmotica cap a l'interior del canal
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que esta en contacte amb la cambra posterior (Caprioli, 1987). La contribucié
de la ultrafiltraci6 en la producci6 de I'humor aquds és molt baixa i consisteix en
el pas de liquid plasmatic a través de les unions intercel-lulars cap a la cambra
posterior. Aquesta poca contribucié de la ultrafiltracié és important per al
manteniment del gradient osmotic necessari per al primer procés (Caprioli,
1987).

En la espécie humana, les cél-lules EINP contenen anidrasa carbdnica de
tipus II, la qual a partir de CO, forma HCO; que es secretat cap al canal
intercel-lular, contribuint en la creaci6 de la pressié osmotica, a més de ser un
dels anions importants de I'humor aquods (Berman, 1991). La inhibicié d'aquest
enzim comporta una reduccio de la produccié d'humor aquds, igual que passa si
inhibim els complex Na'/K* ATPasa. Aquests resultats mostren com els dos
processos son de maxima importincia per a un bon funcionament de la

produccié d'humor aqués en l'epiteli ciliar.

2.2.2. Evacuacio6 de I'humor aquos.

L'humor aqués, com s'ha explicat en l'apartat anterior, és continuament

format i drenat, constituint un sistema dinamic.

El drenatge de I'humor aqués (I'evacuacié del mateix fora de les cambres
oculars) es realitza principalment per dues vies: la via convencional (xarxa
trabecular i canal d'Schlemm) i la via uveoescleral, essent la primera de les dues
la més important (Cole, 1984) (Fig. 6). |

La via que s'anomena habitualment via convencional consisteix en el pas
de lhumor aqués a través de la xarxa trabecular fins a arribar al canal
d'Schlemm, per on sera drenat cap a la sang (Fig. 6). Per aquesta via, I'evacuacio6
de I'humor aquds és depenent de pressi6 (Cole, 1984; Caprioli, 1987). L'humor

aquos és sotmes a un gradient de pressié, degut a que la pressio en la cambra
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anterior és major a la del canal i a la de les venes per on és drenat. Aixi, la
diferencia de pressions fa que I'humor aquds passi a través dels porus de la xarxa
trabecular fins a arribar a la capa endotel.lial del canal d'Schlemm. La dificultat
que troba I'humor aqués per a passar a través de la xarxa trabecular i de
I'endoteli del canal és el que s'anomena habitualment resisténcia, parametre
oposat a la facilitat d'evacuacié (Moses, 1987). Els dos parametres poden ser
modificats mitjangant l'acci6 de farmacs sobre aquestes estructures o per
exemple sobre el muscle ciliar, que pot fer augmentar la porositat de la xarxa

trabecular, facilitant I'evacuacié de I'humor aqués.

L'endoteli del canal d'Schlemm ¢€s practicament impermeable, perque les
cel-lules formen una capa continua i no deixen espais entre elles per on pugui
passar I'humor aqués (Tripathi, 1984). EIl pas d'humor aquds a través de les
unions entre les cel-lules endotelials és molt petit i representa una part molt
petita del total de la evacuacié. La major part de I'humor aquds atravessa la
capa endotelial mitjangant el que s'anomenen vacuoles gegants (Cole, 1984).
Les cel'lules de l'endoteli del canal son capaces de formar invaginacions en la
seva membrana per la part trabecular que arriben a formar un canal
transcel-lular temporal per on passa I'humor aqués. El nombre de vacuoles
gegants és depenent de la pressio intraocular, encara que esta poc clara la relacio6

entre els dos processos (Cole, 1984).

La via uvéoescleral ¢s la segona de les vies per on I'humor aquoés pot ser
drenat (Fig. 6). Com a conseqiiéncia del fet de que no existeix una capa limitant
en la superficie anterior de l'iris i entre les capes de la xarxa trabecular i les
fibres del muscle ciliar, 'humor aqués pot penetren a través d'aquestes zones i
arribar a l'espai supracoroidal. La press'ié en l'espai supracoroidal és
lleugerament inferior a la pressié intraocular i aixo sembla suficient per a
permetre la evacuacid del fluid, encara que aquesta via no €s depenent de la
pressié intraocular com en la via anterior (Cole, 1984). Un cop el fluid es troba
en l'espai supracoroidal, pot arribar a l'exterior del globus ocular a través de

I'esclera o per absorcid cap als vasos sanguinis.
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2.3. La pressi6 intraocular (IOP).

La pressi6 intraocular es pot definir com la pressié requerida per previndre la
perdua d'humor aquds, contingut en la cambra anterior, quan inserim una canula en

aquesta cambra ocular (Davson, 1984).

En l'ull huma la pressio intraocular varia aproximadament entre els valors de
10.5 1 20.5 mmHg, i la majoria dels casos es troben al voltant dels 16 mmHg. Entre els
10 1 70 anys no hi ha gaires diferencies en el valor de la pressid intraocular, i tampoc hi
ha diferencies significatives entre sexes. Per sobre de valors de 21 mmHg es considera
que l'ull pot tenir alguna anormalitat i per sobre de 24 mmHg, es considera patologic
(Caprioli, 1987).

S'ha mesurat la pressié intraocular en diversos animals utilitzats en
experimentacid i els valors que s'han trobat son relativament similars als humans. En el
conill, la IOP esta al voltant de 17 mmHg, en el gat al voltant de 16 mmHg i en els
primats la IOP és lleugerament inferior, al voltant de 12-13 mmHg. En els bovins, la
pressio intraocular s'ha establert al voltant de 18 mmHg,

2.4. Regulacié de la pressié intraocular.

La regulacié de la pressié intraocular ve determinada principalment per la
relacié dinamica entre la produccié d'humor aquos (inflow) 1 evacuacié del mateix
(outflow). Per tal de mantenir la pressié intraocular dintre dels parametres fisiologics,

€s important que no es desregulin els mecanismes que determinen l'inflow i 'outflow.
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El control de la pressio intraocular es de fet, el control sobre l'inflow i l'outflow,
de manera que un increment de l'inflow ha d'anar acompanyat per un increment de

l'outflow 1 viceversa per que no varii la pressio (Davson, 1984).

El sistema nervi6s regula l'activitat secretora de l'epiteli ciliar, igual que és
capag de regular la secrecio de Suc gastric o de saliva. Un altre parametre a considerar
¢s el flux sanguini de l'epiteli ciliar, factor critic que determina la disponibilitat de
substancies i de fluids per a la produccié d'humor aqués. Modificacions en el flux
sanguini pel sistema nervids, pot donar com a conseqiiéncia variacions en la taxa

d'humor aquos secretat per l'epiteli ciliar.

Una altre possibilitat és la que s’ha anomenat anteriorment, la qual consisteix eﬂ
la relaxacié o contraccié del muscle ciliar, capag de modificar la resisténcia de la xarxa
trabecular, facilitant més o menys la evacuacié d'humor aqués (Leopold, 1984). La
inervacio directa del teixit trabecular també pot jugar un paper important en la
regulacié de la resisténcia de la xarxa trabecular, aixi com la regulacié del volum
cel'lular de les cellules d'aquest teixit (Wiederholt, 1994; Gabelt, 1995; ODonnell,
1995; ZSadunaisky, 1995).

Finalment, la barrera sang-aquds, estructura dels processos ciliars que marca la
separacid entre la sang i 'numor aquds, també té un paper important regulant el pas de
soluts de la sang a I'humor aqués. El trencament d'aquesta barrera per diversos motius
pot produir que es filtrin altres substancies que normalment no ho fan com

neurotransmisors (ex: acetilcolina) o autacoids (ex: prostaglandines) (Bito, 1984).
Mecanismes automatics o0 mecanics de regulacié de la pressié intraocular

Hi ha evidencies que mostren I'existéncia de mecanismes de regulacio de la IOP
automatics o mecanics (Alm, 1972; 1973; Gual, 1979). La compressié de vasos, la

reduccio del contingut i del flux sanguini provoca la disminucié de la produccié de
I'humor aqués (Macri, 1967, Bill, 1971).

22,



La influencia de l'augment de la IOP sobre la formacié d’humor aqués s'ha
estudiat per nombrosos autors i s'ha vist que en aquest cas la produccié d'humor aqués
per l'epiteli ciliar, disminueix. Aquesta reduccid no és lineal, siné que a pressions
lleugerament superiors a les fisioldgiques és petita, mentre que a pressions majors de la

IOP la reduccié de la formacié d'humor aqués és més important (Bill, 1971).

D'altre banda, un augment de la IOP comportaria una ampliacié de l'angle
iridocornial, que facilitaria la evacuacié de 'humor aqués, i contribuiria a disminuir el
volum del mateix (Armaly, 1960; Marré, 1968). En aquest mecanisme, la xarxa
trabecular actuaria com una valvula capag de varia la seva obertura en relacié al valor
de la IOP (Johnstone, 1973).

Altres mecanismes de tipus nerviés o hormonal podrien influir modulant aquests

mecanismes automatics o mecanics (Gual, 1979).

Mecanismes nerviosos superposats als automatics o mecanics

S'han estudiat augments experimentals de la IOP, amb la qual cosa s’han
observat disminucions de la produccié dhumor aqués (Langham, 1959, Bill, 1971) i de
la resisténcia a evacuacié (Sears, 1960) que no son possibles només a factors purament

mecanics.

Una obstruccid per cauteritzacié de les venes per on es produeix evacuacid
(Gazala, 1965), comporta disminucions de la resistencia a la evacuacio a les 24h, cosa
que indica que aquesta no depén només de factors mecanics i permet suposar que hi
intervenen altres mecanismes reflexes capagos de compensar l'efecte de I'obstruccié

veénosa.

Segons estudis de Belmonte (1969), les modificacions de la IOP per canvis
posturals semblen indicar la participacié de mecanismes nerviosos, aixi, la seccié dels
nervis ciliars o l'anestesia general redueixen la capacitat de l'ull per adaptar-se a

augments del volum intraocular (Belmonte, 1969; Hill, 1963).
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D'altra banda, l'observacié microscopica de les estructures oculars mostra
l'abundancia de terminacions nervioses, encara que no permet distingir entre aferents o
eferents. A nivell de l'angle iridocornial es troben nombroses terminacions nervioses en
forma de plexe (Holland, 1956; 1957). La inervaci6é del cos ciliar també és molt
abundant i s'ha sotgerit la possibilitat de que hi hagi receptors sensibles a la IOP (Kurus,
1955). L'iris és una de les estructures en que s'han descrit fibres sensorials (Mintenig at

al., 1995) que també podrien tenir un paper sobre la IOP.

La inervaci6 eferent es pot estudiar més facilment amb técniques
histoquimiques, i s'ha estudiat la presencia d'inervacié adrenérgica que permet la
demostracié de catecolamines, 5-hidroxitriptamina, monoaminoxidasa i dopamina -
hidroxilasa (Gual, 1979; Gual, 1983).

A l'angle iridocornial s'ha demostrat l'existéncia d'una xarxa nerviosa abundant,
especialment en la zona uveal de la xarxa trabecular i l'estudi d'aquestes terminacions
ha permes establir en moltes d'elles el caracter adrenergic (Ehinger, 1971; Laties, 1966;
Staflova, 1969). També s’ha demostrat la preséncia en aquesta xarxa de terminacions
colinergiques a diverses especies d'animals (Laties, 1966; Niemi, 1964) i s'ha assenyalat
I'existéncia de fibres simpatiques 1 parasimpatiques en la xarxa trabecular, un terg de les

quals son adrenergiques (Nomura, 1974).

D'altra banda, el cos ciliar presenta abundant inervacié colinérgica, especialment

localitzada en el muscle ciliar (Ehinger, 1971).

Diversos experiments en relacié amb la inervacié simpatica (Gual, 1979),
mostren que variacions en la pressié intraocular son amortiguades pel sistema nervios
simpatic. A més, s'ha demostrat la existéncia de fibres que responen a canvis en la IOP,
unes augmentant la seva descarrega amb increments de la pressio i1 altres que la

disminueixen.

Finalment, Gual (1985; 1989) va proposar, en funcié de les dades obtingudes,

l'existéncia d'un reflexe regulador de la IOP que tindria com a finalitat amortiguar els
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augments d'aquesta, on la via efectora principal serien les fibres simpatiques i en menor
grau les parasimpatiques. Aquestes fibres s'activarien en resposta als increments de la

IOP i a les disminucions de la pressié sanguinea ocular.

2.5. Alteracions de la pressié intraocular.

La pressié intraocular sofreix variacions al llarg del dia segons un cicle
circadiari i també degut a l'edat de la persona. Les variacions de la pressid intraocular
no tenen caracter patologic, perd quan aquestes elevacions passen de certs parametres,

es pot desenvolupar un estat patologic derivat.

2.5.1. Glaucoma.

Habitualment pensem amb el Glaucoma com una unica patologia, pero
en realitat aquest nom fa referéncia a un grup de patologies en les quals la
pressio intraocular estd el suficientment elevada per afectar a les estructures
sensorials que resulta amb una peérdua d'agudesa visual que pot arribar a ceguesa
completa (Johnson, 1986; Kanski, 1992).

Com s'ha mencionat anteriorment, la pressio interna de I'ull ve donada
pel volum dels elements que conté, pero 1'ull només pot modificar i controlar el
volum d'un dels components interns: I'humor aquds. Aixi, quan es produeix
alguna anomalia que modifiqui el volum d’humor aquds, aquest augmentara

donant com a resultat un glaucoma.

El glaucoma és una patologia freqiient, sobretot a partir dels 40 anys. A
partir d'aquesta edat, afecta entre un 2 i un 4% de la poblacié i esta considerada

una de les principals causes de ceguesa en l'edat adulta.
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Els diferents tipus de glaucoma es classifiquen en primer lloc com a
d'angle obert o d'angle tancat (Fig. 7), segons la forma de l'angle iridocornial, el
qual té un aspecte aparentment normal en el primer cas i és més petit (més
tancat) en el segon. A més, el glaucoma pot ser primari o secundari, depenent
de l'abseéncia o presencia de factors associats que contribueixin a I'augment de la
IOP. Si tenim en compte l'edat, també tenim glaucomes congénits, infantil,
Juvenil o adult (Kanski, 1992).

Com a conseqiiéncia de I'increment de la IOP, es produeixen una serie de
manifestacions. S'alteren els medis refractants de 'ull que generaran simptomes
com visid borrosa o aurcoles de colors. A més, es pot produir una congestié
vascular que produeix un envermelliment de 1'ull. L'efecte més important
d'aquesta elevacié de la IOP, és la compressié a que es veu sotmesa la retina, la
capa sensorial de I'ull, aixi com el cap del nervi optic. Degut a aquesta
compressid, s'altera transitoriament la funcid dels cossos de les cél-lules
nervioses i de les fibres del nervi oOptic, que es poden lesionar de manera
irreversible. Normalment, es comenga a perdre la visio del camp visual periféric
1 es va extenent fins a perdre la capacitat visual en tot el camp (ceguesa
completa), 1 com que s’han lesionat les fibres nervioses de manera irrecuperable,

la ceguesa és irreversible (Armaly, 1973; Johnson, 1986).

2.5.1.1. Glaucoma d'angle obert.

En aquest tipus de glaucoma l'éugment de la IOP es degut a un
increment de la resisténcia de les vies d'evacuacié de I'numor aqués (Fig.
7). La principal area de resisténcia es troba provablement en la xarxa
trabecular o bé en l'endoteli del canal d'Schlemm. També és possible
que el sistema de drenatge del canal no funcioni amb normalitat
(Johnson, 1986; Kanski, 1992).
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Aquest tipus de glaucoma és, segurament, el més complicat i és
forga desconegut precisament per aquest motiu. D'altra banda, I'abséncia

de models animals limita el coneixement de la patologia (Armaly, 1973).

Sembla ser que alguns ulls pateixen una exageracié dels
processos d'envelliment i en estudis amb microscopi electronic s’han
trobat alguns canvis especifics com un excés de col'lagen i de material
fibrilar extracel-lular en el teixit trabecular que semblen ser les
substancies predominants, encara que aixo també es pot trobar en ulls de
certa edat (Johnson, 1986). Si més no, aquests canvis no participen en la
totalitat de la resisténcia a la sortida d'humor aqués que observem en
aquest tipus de glaucoma. Les ce¢l-lules trabeculars secreten substancia
extracel-lular i sembla ser que canvis en la quantitat d'aquesta substancia

poden contribuir al glaucoma.

També sha observat en primats una marcada abséncia de
vacuoles en els ulls glaucomatosos, a part dels canvis anteriorment citats

en la xarxa trabecular.

D'altra banda s'ha vist que les cellules de la xarxa trabecular
disminueixen en nombre amb l'edat, dada que també trobem en els ulls
glaucomatosos (Johnson, 1986). Les c¢l-lules trabeculars podrien tenir
capacitat fagocitica i mantenir els espais de la xarxa trabecular lliures.
Un nombre inadequat o una activitat disminuida podrien produir canvis

secundaris que blocarien I'evacuaci6 de 'humor aquds.

2.5.1.2. Glaucoma d'angle tancat.

Aquest tipus de glaucoma es produeix per tancament total o

parcial de l'angle iridocornial (Fig. 7), de manera que no es pot drenar
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suficientment 'humor aqués, cosa que comporta un increment de la JOP
(Johnson, 1986; Kanski, 1992).

Hi ha una gran varietat de causes que poden provocar aquest tipus

de glaucoma. D'entre les més importants caldria destacar:

e configuracié anatdmica anormal: segment anterior
petit, cambra anterior poc profunda, malformacions del
cos ciliar, iris abombat,. augment de del cristal'li,

ectopia del cristalli.

¢ midriasi (produeix un tancament de l'angle)

e miosi (que bloqueja la pupil-la)

e congesti6 del cos ciliar

e hipersecrecié d'humor aquos

¢ hipertensio retrocristal-lina

e altres: insomni, emocid intensa, excés d'ingesta de

liquids.

El tancament de l'angle es pot produir de manera rapida amb la
qual cosa tenim un glaucoma agut d'angle tancat, o bé pot passar que
l'angle no s'arribi a tancar del tot perd sigui més estret. En aquest cas
tenim un glaucoma cronic en que cada cert temps es produeixen atacs de
glaucoma agut. Entre els diferents atacs aguts la IOP pero, continua

estant per sobre del normal.

2.5.1.3. Farmacologia en el tractament del glaucoma.

Des de principis de segle fins a 'actualitat s’han utilitzat una gran

varietat de farmacs, com a alternativa a les intervencions quirurgiques,
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per al tractament dels diferents tipus de glaucoma. Moltes de les drogues
utilitzades inicialment han estat substituides per altres de més potents o
amb menys efectes secundaris (Bonne, 1993). Per aquests motius encara
actualment no s'ha trobat el tractament perfecte, perd s'utilitzen una gran
varietat de farmacs que ajuden a controlar la patologia dins d'uns limits
que no facin perillar el bon funcionament de les estructures oculars.

Els farmacs utilitzats en el tractament del glaucoma es poden

dividir en diferents grups, els més importants dels quals son:

- Colinérgics
- Agrenergics
- Inhibidors de la anhidrasa carbonica

- Eicosanoids

Colinergics

Les drogues de caracter colinergic es poden dividir en dos grups
tenint en compte sobre el receptor que actuen. Aixi, podem parlar de
drogues que actuen sobre receptors nicotinics i1 d'altres que actuen sobre
receptors muscarinics. En les estructures relacionades amb la produccié
i evacuaci6 de I'humor aqués, la principal inervacié colinérgica la trobem
en el cos ciliar, especialment en el muscle ciliar, i en l'iris (Leopold,
1984).

L'administracio ocular d'agonistes muscarinics produeix
contraccié de la pupilla, contraccié del muscle ciliar, dilatacié dels
vasos de la conjuntiva i de l'iris 1 increment en la evacuacio de I'humor
aqués. Tots aquests efectes provablement ajuden en la disminucié de la

pressio intraocular produida per aquests farmacs.

30.



La disminuci6 de la IOP després de Il'administracié de
parasimpaticomimetics provoca principalment la estimulacié de la
musculatura de l'iris i del cos ciliar. Quan s'apliquen a I'ull, aquests
farmacs incrementen el to del muscle que contrau la pupil‘la i del muscle
ciliar, provocant una disminucié de la resisténcia a la evacuacié de
I'humor aquds que condueix a la mencionada disminucié de la pressié
intraocular (Leopold, 1984, Berman, 1991).

S'han proposat dues explicacions per aquest procés: (1) La
contraccié de l'iris i del muscle ciliar provoca que aquestes estructures
estirin la xarxa trabecular, augmentant la porositat d'aquesta, cosa que
condueix a un augment de la evacuacié de I'humor aqués. (2) Els canals
col-lectors i les venes periferiques al canal d'Schlemm poden ser
dilatades pels farmacs colinérgics, produint un augment de volum en tot

el sistema de drenatge que facilita I'evacuacio (Leopold, 1984).

La acetilcolina com a farmac no s'utilitza practicament per al
tractament del glaucoma degut a que penetra la cornia dificilment i a
més, és rapidament degradada per les colinesterases. Els farmacs més
utilitzats d'aquest grup son la pilocarpina i el carbacol. Aquests farmacs
son poc destruits per les colinesterases i a més, la pilocarpina es pensa
que també pot inhibir en part la produccié d'humor aquoés, afavorint la
reduccio de la IOP (Johnson, 1986).

Altres farmacs utilitzats sén els inhibidors de la
acetilcolinesterasa (Fisostigmina, Neostigmina), que impedeixen la

degradacio de la acetilcolina que pot actuar durant més temps.

Adrenérgics
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La utilitzacio de drogues de caracter adrenérgic per al tractament
del glaucoma comporta avantatges considerables respecte al tractament
amb drogues colinérgiques. Aquests farmacs son capagos de reduir la
pressid intraocular sense presentar els efectes col-laterals dels colinérgics
que afecten la visié del pacient, a més de tenir una accié més llarga, amb

la qual cosa no sén necessaries tantes administracions.

Com a conseqiiéncia de la complexitat dels processos que regulen
la pressio intraocular, hi ha una gran varietat de drogues adrenérgiques
capaces de reduir la pressio intraocular de manera significativa. Aixi,
ens trobem amb la paradoxa de que tant farmacs simpaticomimeétics i
simpaticolitics sén capagos de produir un descens en la IOP. Aix6 es
degut a que alguns d'ells actuen sobre la produccié d’humor aquéds i
d'altres sobre la evacuacié del mateix, a part de tenir la capacitat d'actuar

sobre diferents tipus de receptors adrenérgics (Tripathi, 1992).

La formacié dhumor aqudés en els processos ciliars és
incrementada pels agonistes 3 adrenergics (isoproterenol, albuterol)
mentre que els antagonistes [ la inhibeixen (Timolol, betaxolol,
levobunolol i metipranolol). L'efecte dels farmacs [ adrenergics sobre la
evacuacid de I'humor aquos no es coneix bé i depén molt de 'espécie que
estudiem; alguns estudis mostren un increment de la evacuacié d'humor
aquds en ulls tractats amb B agonistes per la via uveoescleral, a més
d'alguna possible accié sobre les cél-lules trabeculars (Johnson, 1986;
Tripathi, 1992).

D'altra banda, els agonistes o adrenergics no es coneix bé el seu
lloc d'accid, pero s'ha vist que els antagonistes o; com la prazosina i la
bunazosina tenen un efecte hipotensor en 'home i en els animals. També
s'’ha trobat que la alfuzosina (antagonista a;) produeix una reduccié de la
IOP en primats, per inhibicié de la formacié dhumor aquds. La

clonidina (agonista a;) s'utilitza en el tractament del glaucoma per tenir
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un efecte hipotensor, provablement com a conseqiiéncia d'una accid

depressora de la secrecid d'humor aqués (Tripathi, 1992).

Inhibidors de l'anhidrasa carbonica

La acetazolamida i la metazolamida disminueixen la pressid
intraocular com a resultat de la depressié en la formacié d'humor aqués
que produeixen. La anhidrasa carbonica é€s un enzim que trobem en
molts teixits del cos huma 1 que tambe es troba en l'ull. Aquest enzim
catalitza el pas de dioxid de carboni (CO,) a acid carbonic que es
transforma en bicarbonat (HCO;'), component necessari per a la
formaci6 de I'humor aqués. La inhibicié de I'enzim per part d'aquests
farmacs produeix una disminucié en la formacié d'humor aqués que
resulta en una disminucié de la IOP (Johnson, 1986). Durant les hores
de vigilia, la combinacié de timolol i acetazolamida disminueix la
secrecié d'humor aqués entre un 45 1 un 50%. Mentre la persona dorm,
la secrecié d'humor aqués es disminuida al 50%, de la taxa de secrecid
durant el dia, endogenament i cap de les dues drogues és capag de

disminuir-la més.

El principal problema d'aquests farmacs sén la gran quantitat
d'efectes secundaris que produeixen (acidosi sistémica, formacié de
calculs renals,...), i que no sén gaire ben tolerats per la majoria de

pacients

Eicosanoids

Les prostaglandines, a la dosis apropiada, produeixen una

disminucié de la pressid0 intraocular, de manera que podrien ser
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utilitzades com a tractament del glaucoma (Bito, 1984). Les dosis massa
altes de prostaglandines poden produir un trencament de la barrera sang-
aquos, cosa que produeix un augment de la IOP en lloc d'un descens de la
mateixa. - Cal destacar que en els conills, les prostaglandines tenen un
comportament diferent que en la resta d'animals, provablement degut a
les caracteristiques especials de I'ull d'aquests animals (cascada de l'acid

araquidonic, estabilitat de la barrera sang-aquos,...) (Bito, 1984).

El mecanisme d'actuacio d'aquests compostos sobre la produccio i
la evacuaci6 de 'humor aqués no es coneix amb exactitud, pero es creu
que podrien augmentar la evacuacié i també disminuir la formacid
d'aquest (Bito, 1984; Berman, 1991).

2.5.1.3.1. Epinefrina (Adrenalina)

La epinefrina és una de les substancies ampliament
utilitzada en el tractament del glaucoma des de mitjans de segle,
encara que no es coneixia el seu mecanisme d'actuacid per a la

reduccié de la IOP que indueix.

Aquesta substancia és capag d'actuar sobre els receptors o
i B adrenérgics, 1 encara ara no es coneix bé si €s l'estimulaci6
dels receptors a el que incrementa la evacuaci6 de I'humor aqués,
si és ﬁ través dels receptors B o bé si tots dos receptors estan

implicats en el procés (Tn'pathi,- 1992).
A part de l'activacié sobre els receptors adrenérgics, en

estudis in vitro (Tripathi, 1992) han mostrat que la epinefrina és

capag d'induir canvis en el citoesquelet de les cél-lules
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trabeculars, canvis que poden modificar la seva morfologia i les

seves activitats fagocitiques 1 mitotiques.

D'altra banda tampoc esta clar l'efecte de la epinefrina
sobre la produccié d'humor aqués, de manera que hi ha estudis
que han proposat que la epinefrina és capag de disminuir-ne la
produccio a llarg terme i d'altres que és capag d'estimular-la a curt

terme.

2.6. Métodes d'estudi de I'evacuaci6 de I'humor aqués (outflow).

Una de les necessitats actuals és un model animal ben establert i reproduible que
pugui ser utilitzat per a desenvolupar noves drogues per al tractament del glaucoma i
coneixer millor el mecanisme d'actuacié sobre l'outflow de les que s'utilitzen
actualment. Sobretot, cal un model que reprodueixi el més exactament possible la

patologia, i en el que es pugui estudiar I'outflow de manera especifica.

2.6.1. Aproximacions metodologiques.

Alguns models com la injeccio d'eritocits, particules de la lent, proteines
sériques o granuls de pigment en la cambra anterior, comporten un increment en
la IOP degut a la obstruccié6 que provoquen sobre les vies d'evacuacié. En
aquests casos es produeix una variabilitat en el valor de la IOP degut a una
evacuacid reduida i a petits canvis en la produccié dhumor aquds (per exemple
en els periodes de son/vigilia) que fan els resultats dificils d'interpretar pels
investigadors, per aquest motiu aquestes técniques s'han utilitzat per a estudis

dels efectes de la pressié sobre la retina, el nervi optic, etc. (Bartels, 1984).
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L'ull animal no té exactament la mateixa morfologia que I'ull huma en els
teixits implicats en l'outflow, amb la excepci6 dalguns primats, i no
desenvolupen glaucomes de manera natural, amb la excepci6 d'algunes espécies

de gossos que s'han pogut utilitzar en alguns casos concrets (Bartels, 1984).

Les técniques per mesurar la IOP in vivo 1 els canvis en aquest parametre
com a conseqiiencia de l'accié de diverses drogues, es basen en la mesura de la
IOP principalment amb dos tipus de metodes. D'una banda es pot utilitzar un
tonometre (aparell que mesura la IOP exercint una pressi6é sobre la cdrnia, la
resisténcia de la cornia a la pressio externa esta en relacio directe al valor de la
IOP) que té com a principal avantatge la particularitat de ser un meétode no
invasiu. D'altra banda, la canulacié de la cambra anterior a través de la cornia és

un altre dels métodes més utilitzats per mesurar la IOP.

Quan el que ens interessa és mesurar la facilitat d'evacuacio per veure els
possibles efectes de les drogues que estem estudiant sobre l'outflow, s'utilitzen
diverses tecniques. La perfussié és la técnica més utilitzada per avaluar la
facilitat d'evacuacio tant in vivo com en ulls enucleats. La perfussié de l'ull,
mitjangant una canula inserida en la cambra anterior o posterior, amb un medi
similar a I'humor aquds pot fer-se a pressio constant o a flux constant, i en cada
tipus de perfussi6 es determina la facilitat de manera diferent. Aquestes
técniques permeten avaluar l'accid de diverses drogues sobre la facilitat
d'evacuacio, perd cal tenir en compte que aquestes drogues també poden
modificar altres parametres com la produccié d’humor aquoés, la contraccié de

l'iris 1 el muscle ciliar, que poden afectar el valor de la facilitat d'evacuacio
(Bartels, 1984).

En els ultims anyé s’han posat a punt algunes técniques que permeten
estudiar de manera especifica I'evacuacié de l'humor aquds, sense que altres
parametres pugin modificar-ne la seva avaluacié. Principalment, consisteixen
en sotmetre a perfussio el segment anterior ocular in vitro, després de eliminar
les estructures que no estan directament relacionades amb l'outflow. La técnica

desenvolupada per Erickson-Lamy (1988, 1991) consisteix a sotmetre a
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perfussié a pressio constant el segment anterior ocular, mentre que la
desenvolupada per Johnson (1987) manté el flux com a parametre constant.
Ambdues técniques permeten avaluar els efectes de diferents drogues sobre la
facilitat d'evacuacid de manera especifica. Altres autors, han desenvolupat
técniques similars amb petites modificacions (Wiederholt, 1995; Dijkstra, 1995,
Bielski, 1995) que podrien aportar altres resultats.

Com es descriu en el Material i Métodes, en el nostre laboratori s'ha
posat a punt la técnica descrita per Erickson-Lamy (1988, 1991) amb petites

modificacions que milloren sobretot el registre i I'analisi de dades.
2.6.2. Animals d'experimentacio.

La utilitzacié de models animals com a test per a les drogues susceptibles
de poder-se utilitzar per tractar el glaucoma ha estat comentat en l'apartat
anterior. Degut a diferencies funcionals i morfologiques no tots els animals sén
susceptibles de ser utilitzats. Com s'ha comentat anteriorment, segons la droga a
avaluar (prostaglandines), alguns animals no tenen una resposta equiparable a
I'ull huma (Bito, 1984).

Els principals animals utilitzats en aquests estudis son el conill, el gat,
algunes espécies de primats. El conill és habitualment I'animal més utilitzat pel
seu baix cost i la facilitat per treballar amb ell. EIl gat s'utilitza sobretot en
estudis de caracter electrofisiologic com per exemple estudis dels mecanismes
nerviosos que controlen la IOP. La utilitzacié de primats és potser, la que més
s'adapta a les necessitats morfologiques per poder comparar amb I'ull huma, perd
el seu alt cost economic i les dificultats per treballar amb ells els fan de dificil
utilitzacié. També els gossos s'han utilitzat en alguns casos pel fet de que alguns
d'aquests animals sén capagos de patir glaucoma. Finalment, també s'utilitzen

actualment ulls enucleats de bovi, per la seva gran facilitat d'obtencid i el seu
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baix cost on, com en altres animals, es poden fer estudis farmacologics sobre la

evacuacio de I'humor aqués (Bartels, 1984).
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3. ESTAT ACTUAL DEL TEMA

3.1. Inervacio de les estructures relacionades amb I'evacuacio de I'humor aqués.

Les estructures relacionades amb I'evacuacié de I'numor aqués a través de la via
convencional (xarxa trabecular i canal d'Schlemm) mostren abundant inervacié de
diferent tipus (Ten Tusscher, 1994). En la part posterior de la xarxa trabecular s’han
trobat terminacions nervioses de tipus colinergic (Kaufman, 1984), aparentment
situades justament en la part anterior de la insercid de les fibres longitudinals del
muscle ciliar. De fet, aquestes fibres musculars i els seus tendons s'extenen
anteriorment cap a l'esclera i la xarxa trabecular, inserint-se en la zona subendotelial de

la paret interna del canal d'Schlemm.

Encara que s’ha vist la presencia de terminacions nervioses colinérgiques en
aquestes estructures, no es coneix exactament quines estructures estan inervades de
manera especifica, si aquestes terminacions nervioses son realment terminacions
colinérgiques funcionals i quina significacié funcional poden tenir en la regulacié de la

pressio intraocular.

La inervaci6 de tipus adrenergic també s'ha estudiat en aquestes estructures, i
sha trobat que la xarxa trabecular esta inervada per fibres nervioses simpatiques
(Tripathi, 1992), la qual cosa indica que les cél-lules trabeculars son influenciades

d'alguna manera pels agents adrenérgics com la epinefrina i la norepinefrina.

En l'angle iridocornial sha demostrat la existéncia d'una xarxa nerviosa
abundant, especialment en la zona uveal de la xarxa trabecular i l'estudi d'aquestes
terminacions ha permés establir en moltes d'elles el caracter adrenergic. També s'ha
assenyalat I'existéncia de fibres simpatiques i parasimpatiques en la xarxa trabecular, un

terg de les quals son adrenérgiques.
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3.2. Mecanismes colinérgics que regulen la evacuacié de I'humor aqués.

Com s'ha mencionat anteriorment els farmacs colinérgics com la pilocarpina,
administrats topicament o sistémicament disminueixen la IOP incrementant la facilitat
d'evacuacié6 de l'humor aquds (Tripathi, 1992). Alguns estudis han demostrat
l'existencia de canvis de forma i de mida dels espais intertrabeculars després de
l'administracié de pilocarpina, encara que si es desinserta el muscle ciliar, la resposta a
la pilocarpina desapareix. La exposicio de les cellules trabreculars in vitro a
pilocarpina no mostra cap canvi apreciable en la morfologia cel-lular ni en les proteines

contractils.

Actualment, es pensa que els farmacs colinérgics podrien exercir algun efecte
directe sobre la xarxa trabecular, perd s'accepta que l'increment de la facilitat
d'evacuacio que produeixen aquests farmacs esta mitjangat pels canvis estructurals que
indueixen en la xarxa trabecular, causats per la contraccié del muscle ciliar que
produeixen (Schroeder, 1994).

3.3. Mecanismes adrenérgics que regulen la evacuaci6 de I'humor aqués.

Des de la utilitzacié de diferents drogues de caracter adrenérgic com la
epinefrina, la norepinefrina i la isoprenalina (isoproterenol) per al tractament del
glaucoma, s'han estudiat els mecanismes adrenérgics relacionats amb la regulaci6 de la
pressid intraocular i dins d'aquests, més especiﬁcamerit els relacionats amb la evacuacio
de I'humor aquos (Eakins, 1964; Norton, 1972).

Alguns autors han estudiat durant anys la participacié del sistema adrenérgic
com a modulador de la evacuacié de I'humor aquéds (Sears, 1975). En aquests estudis,
I'efecte de la epinefrina sobre la IOP es va pensar que podria ser produit per una

disminucio de l'inflow i un augment de l'outflow.
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Altres autors han associat l'efecte hipotensor produit per la epinefrina i la
norepinefrina a un augment de la facilitat de evacuacié per la via convencional (xarxa

trabecular i canal d'Schlemm) i no per la via no convencional (via uveoescleral)
(Kaufman, 1981)

En alguns estudis s'ha detectat la presencia de catecolamines en I'humor aqués
huma (Trope, 1985) en persones amb una IOP normal sotmeses a l'extracci6 de la lent,
mentre que s’han trobat valors inferiors en pacients que patien un glaucoma d'angle

obert.

Estudis més recents (Erickson-Lamy, 1992; 1994) han estudiat especificament
I'efecte de la epinefrina sobre l'outflow i shan decantat per la possibilitat de que l'efecte
de la epinefrina sobre la evacuacié de I'humor aquds sigui mitjangat a través de

receptors [3 adrenérgics 1 no a com sotgereixen altres estudis (Eakins, 1964)

D'altra banda, l'efecte de la epinefrina sobre la xarxa trabecular podria
desencadenar altres mecanismes en les cél-lules d'aquest teixit que produirien canvis en
el citoesquelet, en la morfologia cel-lular i en les seves activitats fagocitiques i
mitotiques (Tripathi, 1992), encara que de moment no es coneix la seva significacio

sobre la via convencional d'evacuacié de I'humor aquds.

3.3.1. Receptors implicats.

Els mecanismes d'actuacié de les drogues adrenérgiques impliquen un
descens en la produccid d'humor aquoés i un augment en la facilitat d'evacuacié.
Per aquest ultim mecanisme, es creu que la xarxa trabecular €s el lloc d'actuacié

d'aquestes drogues.
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Dels possibles llocs d'actuacié de la epinefrina (receptors o o
adrenérgics) sembla que son els receptors o adrenérgics els que més influeixen
sobre l'outflow en estudis amb conills (Potter, 1981a; 1981b), alhora que
practicament no s’han trobat receptors B adrenérgics en la xarxa trabecular en
estudis de binding. En la mateixa linia, altres estudis han implicat els receptors
f com a moduladors de l'efecte sobre I' outflow produit per l'activacié dels

receptors a (Potter, 1981a; 1981b).

Alguns autors han sotgerit que la major participacio en la regulacié de
l'outflow correspondria als receptors P, adrenérgics (Tripathi, 1992; Erickson-
Lamy, 1992; 1994), ja que aquests s'han trobat a la xarxa trabecular de l'ull

huma.

Un aspecte important es l'espécie que estudiem, i com a exemple cal
destacar que en el conill tant les drogues a adrenérgiques com les P,
incrementen la facilitat d'evacuacié de I'humor aqués (Tripathi, 1992), mentre
que en humans i1 primats no esta clar, existint estudis que impliquen ambdos

tipus de receptors en aquest efecte.

D'altra banda, tant els agonistes com els antagonistes o, adrenérgics
tenen un efecte sobre la IOP, perd el seu lloc d'accid no esta clar en les humans,
mentre que en primats s’ha observat que l'efecte de l'antagonista a, alfuzosina,

redueix la pressio intraocular disminuint la formacié d'humor aqués.

Alhora, també s'utilitzen agonistes o, adrenérgics com la clonidina, la
qual té diversos llocs d'actuacié (epiteli ciliar, venes epiesclerals, via
convencional d'evacuacid de I'humor aquds) i no es coneix el seu efecte sobre
l'outflow, mentre que sobre l'inflow se sap que inhibeix la adenilat ciclasa, que

resulta amb una disminuci6 de la produccié d'humor aqués.

3.3.2. Segons missatgers relacionats amb l'activaci6 dels receptors.
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Com es sabut, l'activacié dels receptors o, adrenérgics produeix
l'activacid de la fosfolipasa C que donara com a segons missatgers intracel.lulars
diacilglicerol (DAG) i inositoltrifosfat (IP3), alhora que produeix un augment de

la concentraci6 de calci (Ca®") intracel. lular (Fig. 8).

Per la seva banda, l'activacié dels receptors o, adrenérgics produira una

accio inhibidora sobra la adenilat ciclasa, enzima que sintetitza 'AMPc.

L'activaci6 dels receptors [ adrenérgics tenen un efecte contrari a l'efecte
que produeix, sobre el segon missatger intracel.lular AMPc, l'activacio dels
receptors o, adrenérgics, estimulant la adenilat ciclasa i per tant augmentant la

concentracio intracel.lular d AMPc.

Nombrosos estudis han demostrat que es produeix una disminucié de la
pressio intraocular i un augment de la facilitat d'evacuacié de 'humor aquoés
quan s'estimula d'alguna manera la produccié dAMPc i per tant augmenta la
concentraci¢ intracel.lular d'aquest segon missatger (Neufeld, 1973; 1975;
Bartels, 1981; Gregory, 1981; Crawford, 1991;Erickson-Lamy,1992; Mittag,
1993).

Busch i col'laboradors (1993) han demostrat recentment la existéncia de
la enzima adenilat ciclasa en la xarxa trabecular humana i bovina, i que aquesta
pot ser estimulada per un activador especific (forskolina), per algunes

prostaglandines.

Alguns d'aquests estudis han associat la producci6 dAMPc a l'activacid
dels receptors B adrenérgics (Crawford, 1991; Erickson-Lamy, 1992; 1994),
mentre que altres no han determinat a través de quins mecanismes pot produir-se
aquesta sintesi d'AMPc (Neufeld, 1973; 1975; Bartels, 1981; Gregory, 1981), o
bé T'han associat a l'activacié d'altres tipus de receptors (Bhattacherjee, 1977,
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Anderson, 1990). Hoyng i Busch (1992) han associat l'increment de 'AMPc
produit per la epinefrina a l'activacié dels receptors 3 adrenérgics pero a més a
més han sotgerit un paper regulador d'aquest increment associat als receptors o,

adrenergics.

La hipotesi referent a que l'increment de la concentracid intracel.lular
d'AMPc indueix un augment en la facilitat d'evacuacid, sembla clarament
acceptada per la majoria d'autors, perd actualment encara no es coneix amb
seguretat quins mecanismes sOn necessaris per que es produeixi aquest

increment.

D'altra banda, altres autors (Mittag, 1993) han relacionat l'increment
d'AMPc amb el calci com a segon missatger, a través de la seva uni6 a la
calmodulina, per tant sembla ser que hi pot haver altres segons missatgers

implicats en aquest procés.

3.4, Participacio de les prostaglandines.

Els primers estudis de l'efecte de les prostaglandines sobre la pressid intraocular
van mostrar que quan aquestes substancies eren aplicades topicament o dins de la
cambra anterior, es produia un increment en la pressié intraocular, per tant tenien un
efecte hipertensor (Bito, 1984, Stjernschantz, 1984). Aquest increment de la pressio
intraocular es va veure, posteriorment, que estava produit per una dosi massa elevada, la

qual produia un trencament de la barrera sang-aquos, induint una hipertensio.

Estudis posteriors han mostrat que aquestes substancies, a dosis baixes,
produeixen un increment de la evacuacié de I'humor aquos (Bito, 1984; Stjemschantz,
1984; Poyer, 1992), mentre que per exemple, processos inflamatoris provoquen una
elevada sintesi de prostaglandines que indueix un augment en la IOP, provablement

degut al trencament de la barrera sang-aquos.
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Altres estudis han mostrat que 'efecte hipotensor de la epinefrina pot ser inhibit
mitjangant l'administracié de indometacina, amb la qual cosa sembla que s'estableix

algun tipus de relaci6 entre la epinefrina i les prostaglandines (Bhattacherjee, 1977).

Alguns dels estudis especifics sobre l'outflow mostren que, efectivament, la
indometacina bloqueja l'efecte de la epinefrina (Anderson, 1990), mentre que altres no

han trobat aquesta associacio (Erickson, 1994).

D'altra banda, es ben sabut que les prostaglandines poden estimular la produccié
d'AMPc per l'adenilat ciclasa a través dels seus receptors i s’ha pensat en la possibilitat
de que l'efecte de la epinefrina sigui mitjangat per les prostaglandines i que aquestes
indueixin l'increment en I'AMPc que alhora augmenta evacuacié d’humor aquos
(Anderson, 1990; Tripathi, 1992). De fet, s’han trobat receptors de prostaglandines
acoblats a la adenilat ciclasa en l'iris i en el cos ciliar (Bhattacherjee, 1993), teixits
col'lindants a la xarxa trabecular, i a més, s'ha vist que la norepinefrina és capag d'induir

la sintesi de prostaglandines en l'iris de conill i de bovins (Yousufzai, 1983) (Fig. 8).
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4. MATERIALS I METODES

4.1. Animals d'experimentacid, obtencié i condicions de conservacié.

Els estudis de la fisiologia i la fisiopatologia del globus ocular han utilitzat
classicament diverses espécies animals: conills, gats, rates, ratolins, primats i bovins. També
shan utilitzat ulls humans, perd l'utilitzacié d'animals com a models experimentals per
coneixer la fisiologia dels ulls humans, és més til per diverses circumstancies: son de facil
adquisicid, tenen un baix cost i es poden obtenir en condicions de conservaci6é adequades per

a l'experimentacio.

En aquest estudi s'han utilitzat ulls bovins per les seves semblances tant fisiologiques
com anatomiques amb les estructures de 1'ull huma i la seva facilitat d'obtencid en condicions

adequades de conservacio per a la seva utilitzacio.

S'han utilitzat ulls de vedella de entre 3 i 6 mesos d'edat (Foto 1), obtinguts de
I'escorxador (Mercabarna) enucleats entre les 1 i les 3 hores posteriors al sacrifici de I'animal.
Els ulls van ser immediatament submergits en PBS (Phosphate Buffered Saline) a 4°C i pH
7.42 el qual se li ha afegit antibiotics per evitar contaminacions bacterianes i fungiques

(penicil‘lina 50 Ul/ml, estreptomicina 50 pg/ml i amfotericina B 5 pg/ml).

4.2. Disseccid.

El globus ocular tot just després de l'enucleacio (Foto 1), es dissecciona per al
muntatge de la preparacié in vitro. S'eliminen tant la conjuntiva com els muscles oculars

externs del globus ocular. Aquest es biseccionat per 'equador, desestimant la part posterior.
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L'humor vitri, el cos ciliar, I'iris i el cristal-li son disseccionats del segment anterior
ocular, deixant unicament els teixits que participen en l'evacuacié de I'humor aqués que
resten en el limit esclero-cornial (Foto 1). EIl pigment procedent de l'iris i de I'esclera es
netejat, aixi com altres restes de teixit disseccionat per tal de que no obstrueixin les vies

d'evacuaci6 de I'humor aquoés.

El segment anterior disseccionat es submergit en medi de cultiu DMEM (Dulbecco's

Modified Eagles Medium) per rentar les restes de pigment.

4.3. Preparaci6 in vitro

La preparacid utilitzada en aquests estudis ha esta basada en la descrita per Erickson-
Lamy (1988; 1991), encara que ha estat sotmesa a nombroses modificacions per a millorar la
perfussio i sobretot, I'adquisicié de dades (Fig. 9; Foto 2). Consisteix en sotmetre els
segments oculars, en condicions de cultiu d'organs, a perfussié amb medi de cultiu. El medi
de cultiu DMEM conté 4.5 mg/ml de glucosa, 50 Ul/ml penicil-lina, 50 pg/ml estreptomicina
i 5 pg/ml d'amfotericina B pH del medi de perfussié s'ajusta a 7.42 a una temperatura de
36°C, i l'osmolaliat a 300 mOs/Kg.

Els segments anteriors son situats a la cambra de perfussio i subjectats en el seu lloc
mitjangant un anell. L'anell permet que el segment anterior ocular es mantingui al seu lloc i
forma un segell, per compressié de l'esclera perilimbal amb la base de la cambra de
perfussio, que impossibilita la sortida del medi de perfussié per aquest lloc, essent les vies
fisiologiques d'evacuaci6 de I'humor aqués les uniques que permeten la sortida d'aquest (Foto
3).

La cambra de perfussio esta especialment construida per al tamany dels ulls bovins i

consisteix basicament en una plataforma circular tallada d'una esfera on s'hi col‘loca el
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segment anterior ocular. L'anell que es col-loca a sobre, permet subjectar el segment anterior

i impedeix la sortida del medi de perfussié per la base de la cambra de perfussio.

La cambra de perfussio, mitjangant dos canals centrals en la base, es connecta amb
tub de polietilé amb un reservori ple de medi de perfussid, que situat a l'altura adequada,
manté sempre constant una pressié de 10 mmHg. Es important la utilitzacié de tub de
polietilé per la seva permeabilitat al CO,, parametre important per a un bon manteniment de

I'homeostasi cel-lular.

El pes del reservori amb medi €s mesurat amb un transductor de tensio (Lética), que
connectat a través d'un amplificador a una terminal d'ordinador IBM-PC, determina el flux
d'entrada de medi a la cambra de perfussi6, parametre que €s directament proporcional al
flux de sortida de medi de perfussié del segment anterior ocular per les vies d'evacuacid

d'’humor aqués (Fig. 9).

La perfussié del segment anterior té lloc en un incubador de CO, (Selecta, 4000602,

Spain), que es manté a 36°C de temperatura en una atmosfera del 5% de CO, en aire.

La composicié del medi de perfussid que conté el reservori pot ser modificada en
qualsevol moment del l'experiment permetent avaluar l'accié de diferents substancies o

farmacs i de canvis en parametres fisico-quimics com la osmolaritat o el pH.
En la mateixa preparacié també es pot modificar l'algada del reservori de perfussio i

per tant la pressid de perfussid, cosa que permet avaluar l'efecte de diferents pressions sobre

la evacuacio del medi de perfussio.
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4.4. Técniques de registre

La utilitzacié de l'ordinador per al registre de les dades permet mesurar de manera
continua i precisa els parametres que es determinen al llarg d'un experiment. Per al registre
de les dades s'ha utilitzat un ordinador de tipus PC386 amb un software adequat (Lética) que
pren una mostra cada 5 segons (Fig. 9; Foto 2). Per a cada experiment sha balancejat
I'amplificador i s'ha calibrat el sistema de registre, dada que permet al programa calcular

automaticament els parametres que registra.

Durant aquests experiments el parametre que es registra és el que es coneix com
facilitat d'evacuacio, que consisteix en la relacié entre el flux en pl/min i la pressio de
perfussid. El fluxe es mesura mitjangant el transductor de tensio i l'altura del reservori
determina la pressio de perfussi6 que €s constant. Amb aquests dos parametres es pot

calcular en tot moment la facilitat d'evacuacio.

4.5. Protocol experimental.

En tots els estudis realitzats s’han utilitzat principalment dos tipus de protocols. Tots
els experiments realitzats amb aquesta técnica requereixen, préviament a l'estudi de l'efecte
de diferents farmacs, una série de experiments control per determinar la validesa de la
técnica, i alhora, l'estabilitat de la preparacié amb el temps en les condicions de perfussié
utilitzades.
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a. Protocol Control

Per a determinar la funcionalitat de la preparaci6 en el temps i l'estabilitat de
la mateixa, es va utilitzar un protocol control que consisteix en la perfussié amb medi

de cultiu DMEM durant un periode de 5 hores.

Aquesta perfussio control és precedida per un periode, d'aproximadament 30
minuts, d'estabilitzacié de la perfussié a les condicions experimentals. Després
d'aquest periode es sotmeten els ségments anteriors oculars a perfussié durant les 5
hores anteriorment mencionades per determinar la facilitat d'evacuacié basal i

I'estabilitat de la mateixa en el temps.

b. Protocol experimental tipus 1

Tots els protocols descrits en aquest estudi s'inicien amb un periode
d'aproximadament 30 minuts de estabilitzacié de la perfussiéo a les condicions
experimentals. A partir daquest punt comenga vertaderament el protocol

experimental (Fig. 10).

El protocol experimental de tipus 1 consisteix en tres periodes de 90 minuts
cada un; periode basal, periode de perfussi06 amb droga i periode de retorn a les

condicions de perfussid basal.

Periode basal: consisteix en 90 minuts de perfussi6 amb medi de cultiu

DMEM unicament. D'aquest periode se'n obté la facilitat de evacuaci6 basal (Cp).

Periode de perfussié amb droga: en aquest periode s'afegeix al medi de
perfussio6 DMEM la droga que s'utilitzi a la concentracié requerida. Aquest periode
també és de 90 minuts al igual que l'anterior i se'n obté la facilitat d'evacuacié en

presencia de droga (Cy).
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Periode de retorn a les condicions de perfussio basal: després del periode de
perfussié amb droga es retorna a les condicions de perfussi6 inicials per tal de
determinar possibles variacions de la facilitat respecte a la facilitat basal. Com en els
altres casos aquest periode també es manté durant 90 minuts i n'obtenim la facilitat

d'evacuacid post-droga (Cpy).

c. Protocol experimental tipus 2

Aquest protocol essent molt semblant al de tipus 1, es difereéncia principalment
en el segon periode. En aquest cas el periode de perfussié amb droga esta subdividit

en dos periodes, encara que el temps total de perfussié €s el mateix (Fig. 10).

Periode basal. consisteix en 90 minuts de perfussio6 amb medi de cultiu

DMEM. D'aquest periode se'n obté la facilitat de evacuacioé basal (Cp).

Periode de perfussié amb droga A: en aquest periode s'afegeix al medi de
perfussio DMEM la droga A que s'utilitzi a la concentracié requerida. Normalment
utilitzem aquest periode per fer un pretractament en la preparacio amb una droga de
caracter antagonista per, posteriorment, determinar els possibles efectes de 1'agonista
en presencia de I'antagonista. Aquest periode es manté només durant 30 minuts per

passar, posteriorment, al segiient periode de perfussié amb dues drogues alhora.

Periode de perfussié amb droga A més droga B. amb una durada de 60 minuts,
es manté la perfussié amb la droga A i, a més,_ s'afegeix al medi de perfussié una
segona droga (B) per tal de determinar els efectes de les dues drogues juntes en la
preparaci6 de segment anterior ocular in vitro. Obtenim d'aquest periode la facilitat

d'evacuacié en presencia de droga (Cy) igual que en el protocol de tipus 1.
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Periode de retorn a les condicions de perfussié basal: com en el protocol
anterior, després del periode de perfussié amb droga es retorna a les condicions de
perfussio inicials. Com en el protocol anterior aquest periode també es manté durant

90 minuts i n'obtenim la facilitat d'evacuacié post-droga (Cpy).

4.6. Medis, drogues i altres substancies utilitzades.

a. Medis

En aquest estudi s'han utilitzat principalment dos tipus de medis, un per a la
conservaci6 dels ulls enucleats i l'altre per a 1'experiment propiament dit com a medi

de perfussio.

Un cop enucleat I'ull del cap de I'animal, aquest es submergit en PBS (17-
512F, Bio-Whittaker), a pH 7.42, al qual se li ha afegit préviament antibiotics:
penicil-lina 50 Ul/ml (A-2213, Seromed-Biochrom), estreptomicina 50 pg/ml (A-
2213, Seromed-Biochrom) i amfotericina B 5 pg/ml (295876, Boehringer mannheim).
Els ulls enucleats es mantenen a 4°C fins a arribar al laboratori on es procedeix a la

disseccio dels mateixos en condicions estérils.

El medi utilitzat per a la perfussié és DMEM (12-733F, Bio-Whittaker) per a
cultiu de cél-lules, al qual se li ajusta el pH a 7.42 i l'osmolalitat a 300 mOs/Kg.
També se li afegeixen els antibiotics anteriorment mencionats: penicil-lina 50 Ul/ml
(A-2213, Seromed-Biochrom), estreptomicina 50 pg/ml (A-2213, Seromed-
Biochrom) i amfotericina B 5 ug/ml (295876, Boehringer mannheim).
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b. Drogues.

Les drogues utilitzades en aquest estudi han estat:

Estudi de la participaci6 de la Epinefrina:
Epinefrina (E-4250, Sigma Espanya)

Estudi de la participacio de I'AMPc:
Forskolina (F-6886, Sigma Espanya)
Dibutiril-AMP¢ (D-0627,Sigma Espanya)
Isobutilmetilxantina (I-5879, Sigma Espanya)

Estudi de la participaci6 dels receptors a;-adrenergics:

Metoxamina (M-6524, Sigma Espanya)
Fentolamina (P-7547, Sigma Espanya)

Estudi de la participacié de les prostaglandines:
Indometacina (Inacid®LM., Merck Sharp&Dohme,
Espanya)
c. Altres substancies utilitzades.
En aquest estudi s'han utilitzat, per a la dissolucié de les drogues en el medi de

perfussio, alguns cosolvents en les dissolucions prévies a la dissolucié final en el medi de

perfussio.
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Per a millorar la solubilitzacié d'algunes de les drogues utilitzades s'ha utilitzat etanol
(983, Merck) o bé dimetilsulfoxid (DMSO) (D-5879, Sigma Espanya).

4.7. Analisi de dades.

La mesura que s'ha utilitzat en aquest estudi ha estat la facilitat d'evacuacié (C) que
com s'ha mencionat anteriorment consisteix en la relaci6 entre el flux en pl/min i la pressio
de perfussi6 (10 mmHg).

pl medi filtrats / minut

Facilitat d'evacuacio (C) =

pressid de perfussio (mm Hg)

Aquest parametre es registrat per l'ordinador cada 5 segons. La mitja de tots els punts
d'un periode de 15 minuts constitueix la facilitat d'evacuacié d'aquest periode. S'utilitza la
mitja de dos periodes de 15 minuts consecutius per a obtenir una mesura de la facilitat

d'evacuaci6 cada 30 minuts.

En cada experiment individual s'ha considerat, com a facilitat d'evacuacid basal, la
facilitat d'evacuacié en el minut 60 del primer periode de cada protocol (periode basal) i amb
aquesta dada s'ha calculat, per a cada punt de l'experiment, la relacié (Ratio) entre la facilitat

en un punt determinat i la facilitat basal en el minut 60 del periode basal.

facilitat en un punt

Ratio =

facilitat basal en el minut 60
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La utilitzaci6 de la Ratio, en lloc de la facilitat d'evacuaci6, per fer les mitjanes i les
comparacions entre diferents grups permet minimitzar les diferencies interindividuals entre

els diferents animals i obtenir unes dades que permeten comparar grups diferentment tractats.

Els resultats s’han expressat com la mitjatSEM

4.7.1. Métodes estadistics.

Per establir diferencies entre els diferents tractaments de l'estudi s'han utilitzat dos

tipus de tests estadistics.

Per a les possibles significacions estadistiques entre punts, dins del mateix protocol,
s'ha utilitzat un test de ANOVA per mesures repetides que ha estat corregit amb la correccid
de Bonferroni. La significaci s'ha establert en p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***),

Per a les significacions estadistiques entre punts homolegs de dos protocols diferents

s'ha utilitzat un test de ANOVA ordinari igualment corregit amb la correccié de Bonferroni.
La significaci6 s'ha establert en p<0.05 (¥), p<0.01 (™), p<0.001 (™).
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Fotografia 1: Ull enucleat (esquerra) i segment anterior (dreta) bovins. Fotografia 2: Muntatge
experimental Fotografia 3: Segment anterior d'ull bovi a la cambra de perfussio.



S. RESULTATS

5.1. Estudi de I'efecte de la Epinefrina.

L'estudi de l'efecte de la epinefrina sobre la facilitat d'evacuacié de 'humor
aqués, s'ha utilitzat com a punt de partida en aquest estudi. El motiu de l'utilitzacié
d'aquesta droga en patologies relacionades amb l'evacuacié de I'humor aquos ja ha estat
mencionat en anteriors apartats i, a més, existeixen dades d'aquest efecte en estudis
d'altres autors (Erickson-Lamy, 1992). Aixi, tant com a punt de partida o com a control,

¢és important I'efecte de la epinefrina per a la interpretacid posterior d'altres resultats.

5.1.1. Controls.

Com a control de tots els protocols en que s'’ha utilitzat alguna droga
s'han realitzat diversos grups controls, que shan utilitzat per a comparar els
possibles efectes de les diferents drogues respecte als mateixos protocols pero en

absencia de la droga en qiiestio.
Control basal:

S'han perfundit 13 segments anteriors bovins amb medi de cultiu DMEM
seguint el protocol control citat en l'apartat 4.5. dels Materials i Métodes. La
facilitat d'evacuacié es manté al llarg de tot el protocol (Taula 1, Figura 11) i no
existeixen diferencies significatives entre la facilitat en el minut 60 i la facilitat

en els altres punts.

El fet de que la facilitat es mantingui estable al llarg de tot el periode
experimental permet utilitzar aquest protocol com a grup control respecte als

protocols en els que s'avalua I'efecte d'una droga.
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Cal destacar que en tot el periode de perfussié no es produeix el fenomen

anomenat washout, que es defineix com un augment progressiu de la facilitat

d'evacuacié en el temps degut a un efecte de rentat de les proteines i altres

materials extracel-lulars de la xarxa trabecular.

Control dels vehicles utilitzats:

Com s'ha dit anteriorment s'han utilitzat, en alguns experiments,

cosolvents com a vehicles per ajudar a la predissolucié de les drogues

utilitzades. Com a conseqiiéncia d'aquesta utilitzacié s'han realitzat un grup

control per a cada vehicle utilitzat, en que s'ha afegit al medi de perfussio

habitual, el vehicle en la concentracid final a que es troba en el medi de

perfussio quan s'utilitza en un protocol amb droga.

Etanol:

S'han perfundit 7 segments anteriors seguint el protocol
experimental de tipus 1 amb la tinica diferéncia que en aquest
cas no sha afegit la droga, siné només l'etanol (1%). En la
perfussié amb etanol no s’han observat canvis significatius en la
facilitat d'evacuaci6é durant tot el periode de perfussié amb el
vehicle ni tampoc en el periode posterior de perfussié amb medi
control (Taula 1, Figura 12).

L'analisi estadistic dels experiments realitzats en aquest
grup, no mostra cap significacid estadistica respecte al minut 60
del primer periode de perfussi6 d'aquest protocol. Tampoc
s'obtenen significacions estadistiques quan es compara la

perfussié amb etanol i la perfussié amb medi contol DMEM.
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DMSO (dimetilsulfoxid):

La perfussié de 5 segments anteriors oculars amb medi de
cultiu al que se li ha afegit el vehicle utilitzat (DMSO 1%),
seguint el protocol experimental de tipus 1, no mostra
diferencies estadisticament significatives respecte a la perfussié
en absencia del vehicle (Taula 1, Figura 12). Tampoc el periode
de perfussié amb medi, després de la perfussio amb medi que
conté DMSO, mostra diferencies significatives respecte als

altres dos periodes anteriors.

L'analisi estadistic, igual que en el cas de l'etanol, no
mostra diferencies significatives, ni dins del mateix protocol ni
quan aquest protocol es compara amb la perfussi0 amb medi
DMEM.

5.1.2. Comprovacié de resultats previs: Perfussi6 amb Epinefrina

En aquest grup experimental s'ha utilitzat epinefrina a la dosi de 10°M.
S'ha seguit el protocol experimental de tipus 1 que consta de un periode de
Baseline, seguit per 90 minuts de perfussi0 amb medi que conté epinefrina 10

M i un altre periode de perfussié amb medi sense droga per finalitzar.

El resultat de la perfussid (Taula 2, Figura 13) mostra com als 30 minuts
de perfussié en presencia de droga, la facilitat d'evacuaci6 augmenta en un 22%
(p<0.05), per seguir augmentant fins a un 27% (p<0.01) en el segon periode del
protocol. En l'ltim periode del protocol la facilitat d'evacuacid continua

elevada en valors similars als assolits en el temps de perfussié amb la droga.
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En aquest grup experimental s’han realitzat comparacions estadistiques
de dues maneres: dins del propi grup i entre aquest grup i el grup control, com es
mostra en la Figura 13.

Les comparacions s'han realitzat entre el minut 60 de perfussié amb medi
control (Baseline) i els altres punts de la corba, sempre utilitzant les dades en
forma de Ratio. Existeixen punts significatius en els minuts 120 (p<0.05), 150
(p<0.01), 180 (p<0.01), 210 (p<0.01), 240 (p<0.001) i 270 (p<0.001) com es
mostra en la Figura 13.

També existeixen diferencies significatives entre la corba de perfussié
amb epinefrina i la corba control, en els minuts 240 (p<0.05) i 270 (p<0.05).
Aquestes dades mostren com efectivament la epinefrina augmenta la facilitat
d'evacuacio en segments anteriors perfundits in vitro, cosa que concorda amb les

dades d'altres autors anteriorment mencionats.

5.2. Estudi de la participacié de 'AMPc en la regulacié de la facilitat d'evacuacié.

Per a la realitzaci6 d'aquests estudis s'han utilitzat drogues que actuen en
diferents punts de la cascada de reaccions intracel‘lulars que provoquen la sintesi de
I'AMPc i la degradaci6é del mateix. D'aquesta manera, mitjangant l'activacié o bé la
inhibici6 d'algunes reaccions s'ha augmentat la concentracio intracel-lular d'aquest
segon missatger, la preséncia del qual sembla tenir conseqiiéncies sobre la facilitat

d'evacuacio.

5.2.1. Forskolina

Aquesta droga, la forskolina, actua a nivell intracel-lular activant I'enzim

adenilat ciclasa, la qual és I'encarregada de la sintesi del segon missatger AMPc.
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Per tant l'estimulacié d'aquest enzim provocara un augment en la concentracié
intracel-lular dAMPc.

La perfussi6 amb aquesta droga s'ha realitzat seguint el protocol
experimental de tipus 1 i s'han utilitzat dues concentracions de la mateixa: 10°M
i 10°™M. S'han perfundit 6 cambres anteriors oculars bovines per a cada

concentracié de la droga.

La concentracié major de forskolina produeix un increment de la facilitat
d'evacuaci6é (Taula 3, Figura 14), ja des de l'inici del periode, en un 57%
(p<0.05). Aquest punt també és molt significatiu respecte a la perfussi6 control
sense la droga (p<0.01). Posteriorment la facilitat resta elevada perd en uns
valors lleugerament inferiors (36%). En el periode segiient la facilitat es

recupera fins a assolir valors molt lleugerament per sobre dels basals.

La concentracié menor de la droga (10°M) tamb¢ produeix un augment
de la facilitat d'evacuacid (Taula 3, Figura 15), encara que aquest increment en
la facilitat és inferior al produit per la concentracidé major i no mostra
significacions estadistiques. En el periode de perfussié amb la droga, la facilitat
augmenta en un 20%. En el periode post droga, la facilitat recupera totalment

els valors basals.

Tenint en compte aquestes dades, sembla ser que l'augment de 'AMPc
provoca un increment en la facilitat d'evacuaci6 i que I'augment produit per la

forskolina sembla ser dosi depenent.

5.2.2. Dibutiril-AMPc.

El dibutiril-AMPc esta considerada una droga que actua com un analeg
de 'AMPc. Aquesta droga és capag d'atravessar la membrana de la cél'lula i

actuar com a segon missatger, com ho fa 'AMPc.
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Per a aquesta droga s'han assajat dues concentracions, 10°M i 10"M i

s'ha seguit en ambdods grups experimentals el protocol experimental de tipus 1.

La dosi de 10°M produeix un augment progressiu de la facilitat
d'evacuacio (Taula 3, Figura 16) que incrementa en un 28% als 30 minuts de
perfussié amb la droga i en un 52% als 60 minuts (p<0.05). En el periode de
perfussié post droga, la facilitat resta elevada per sobre de la facilitat basal en
valors similars assolits en el periode de perfussié amb la droga. La perfussié en
presencia de la droga s'ha comparat amb la perfussié en abséncia de la mateixa,
cosa que mostra diferencies estadisticament significatives en els minuts 150
(p<0.01), 180 (p<0.05), 210 (p<0.01), 240 (p<0.001) i 270 (p<0.01).

La perfussié amb dibutiril-AMPc a la concentracié de 10”M s'ha realitzat
amb la intencié de poder veure un retorn de la facilitat d'evacuacié als valors
basals en el periode de perfussid post droga. El resultat de la perfussié amb
aquesta concentracié mostra com, igual que en el cas anterior, la facilitat
d'evacuacié augmenta des de l'inici de la perfussié amb droga (Taula 3, Figura
17). Aixi als 30 minuts de perfussi6 amb droga, la facilitat ha augmentat un
33%, un 43% (p<0.01) als 60 minuts i un 48% (p<0.01) als 90 minuts. En el
periode de perfussio post droga la facilitat decreix perd no s'arriben a recuperar
els valors basals, encara que no apareixen diferencies estadisticament

significatives.

Per a aquesta ultima concentracid de la droga, també es troben
significacions estadistiques respecte a la perfussié sense la droga en els minuts
150 (p<0.01), 180 (p<0.01) i 240 (p<0.05).
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5.2.3. Isobutilmetilxantina (IBMX).

La isobutilmetilxantina €s una droga, el mecanisme d'actuacid de la qual
¢és la inhibicié de l'enzim encarregat de la degradacié de I'AMPc, la
fosfodiesterasa. Aquesta droga és capag de penetrar dins de la cél-lula i inhibir

l'accié de l'enzim, la qual cosa provoca que s'acumuli I'AMPc al no degradar-se.

Per aquest grup experimental s’han realitzat un total de 6 casos, seguint el
protocol experimental de tipus 1. La concentraci6 de droga utilitzada ha estat de

10°M.

Els resultats obtinguts (Taula 3, Figura 18) mostren com en el periode de
perfussié amb la droga, la facilitat augmenta fins a obtenir en el minut 150 un
26% (p<0.05) d'increment de la facilitat respecte a la facilitat basal i en el 180
un 27% (p<0.01). En el periode segiient de perfussié post droga, la facilitat
continua elevada i trobem punts estadisticament significatius (p<0.001) en els
minuts 240 i 270. Aquests ultims punts també son estadisticament significatius
respecte a la perfussio control sense la droga (p<0.01).

Tant els resultats obtinguts amb aquesta droga com amb I'anterior,
semblen mostrar com l'acumulaci6 de 'AMPc, en les cél'lules del teixit que es

sotmet a perfussid, té un efecte d'increment de la facilitat d'evacuacio.

5.2.4. Forskolina + Isobutilmetilxantina.

En aquest grup experimental, s’ha avaluat lefecte sobre la facilitat
d'evacuaci6 de la mescla de dues de les drogues anteriorment utilitzades. La
utilitzacié de les dues drogues conjuntament tindria, tedricament, un efecte
additiu sobre la concentracid intracel'lular de AMPc. Per una banda, la
forskolina incrementa la sintesi d'aquest segon missatger i d'altra banda, la
isobutilmetilxantina n'inhibeix la degradaci6, per la qual cosa 'efecte total és un

increment de la concentraci6 intracel-lular del segon missatger.
77.
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Per aquest grup s'’ha utilitzat el protocol experimental de tipus 2, que
consisteix en aquest cas en 90 minuts de perfussiéo amb medi DMEM, 30 minuts
de perfussi6 amb IBMX, 60 minuts de perfussié6 amb IBMX i forskolina i
finalment 90 minuts de perfussié post droga amb medi control.

Les concentracions utilitzades de les drogues han estat 10°M per la
IBMX i 10°M per la forskolina i shan perfundit un total de 6 segments anteriors

oculars seguint aquest protocol.

Els resultats (Taula 4, Figura 19) mostren com en el periode de 30 minuts
de perfussié amb IBMX, la facilitat d'evacuaci6 incrementa lleugerament en un
11%, molt similar al primer punt de perfussié del protocol de perfussié amb
IBMX sol. El periode segiient de perfussiéo amb ambdues drogues, produeix un
major increment de la facilitat fins a un 54% al minut 150 i 73% (p<0.05) al
minut 180. Posteriorment a la perfussié amb les dues drogues, en el periode de
perfussio amb medi altre cop, la facilitat continua elevada en valors al voltant

del 65% i s'observen diferencies estadisticament significatives en els minuts 240
(p<0.05) i 270 (p<270).

Cal destacar que comparant aquesta corba amb la resultant de la
perfussié amb IBMX sol, s'observen nombroses diferencies estadisticament
significatives en els minuts 150 (p<0.01), 180 (p<0.001), 210 (p<0.001), 240
(p<0.001) i 270 (p<0.001).

Analitzant aquests resultats, es pot interpretar que efectivament, com era
d'esperar, les dues drogues tenen un efecte additiu que es manifesta en un

increment de la facilitat d'evacuacio.
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5.2.5. Epinefrina + Isobutilmetilxantina.

Com es ben sabut, la epinefrina és capag d'activar tant els receptors o-
adrenérgics com els B-adrenérgics. L'activacié dels receptors B-adrenergics
provoca, com a conseqiiéncia, la sintesi de AMPc i per aquest motiu els efectes
de les dues drogues d'aquest grup experimental podrien tenir un efecte similar al
que s’ha vist en l'anterior grup, tenint en compte que l'augment de I'AMPc
sembla provocar un augment de la facilitat d'evacuacid, encara que aixd no vol

dir que hagi de ser necessariament a través d'aquests receptors.

Per aquest grup s'’han perfundit 6 segments anteriors oculars seguint el
protocol experimental de tipus 2. La concentracid d'isobutilmetilxantina i

epinefrina utilitzada ha estat de 10°M.

El periode de perfussié amb isobutilmetilxantina mostra com la facilitat
d'evacuacié incrementa en la mateixa magnitud que s'ha vist en altres grups
(14%) (Taula 4, Figura 20). EIl segiient periode de perfussi6 amb les dues
drogues alhora, mostra un increment progressiu de la facilitat obtenint-se en el
minut 180 un valor estadisticament molt significatiu del 47% (p<0.001).
Posteriorment, en el retorn a les condicions de perfussié basals la facilitat
d'evacuacié es manté elevada en valors entre el 50 i el 70%, tots ells

estadisticament significatius (p<0.001).
D'altra banda, si es compara aquesta corba respecte a la perfussié6 amb

IBMX sol, també s'obtenen significacions estadistiques en diferents punts de la

corba com es mostra en la Figura 20.

82.



5.3. Estudi de la participacié dels receptors o,-adrenérgics en la regulacié de la

facilitat d'evacuacio.

Si tenim en compte el resultat de la perfussié amb epinefrina sobre la facilitat
d'evacuacio, es pot pensar que els possibles mecanismes d'actuacié d'aquesta droga a

nivell cel-lular pot ser via receptors de dos tipus: a i  adrenérgics.

En aquest estudi hem intentat discernir si els receptors a-adrenérgics tenen

algun paper en la regulacio de la facilitat d'evacuacio.

5.3.1. Metoxamina.

La metoxamina és una droga que actua com a agonista a-adrenérgic i és
una de les drogues que té més selectivitat pels receptors o,-adrenérgics respecte

als receptors a.

S'han perfundit, en aquest grup, 8 segments anteriors oculars bovins,
seguint el protocol experimental de tipus 1 i s'ha utilitzat metoxamina a la

concentracié de 10°M.

La perfussié amb aquesta droga mostra com en el periode en que aquesta
s'afegeix al medi, la facilitat d'evacuacié no augmenta des dels primers 30
minuts, sindé que no €s fins als 60 minuts quan la facilitat assoleix valors per
sobre dels valors basals (27%) (Taula 5, Figura 21). En el periode de perfussié
post droga, la facilitat continua incrementant ﬁns a valors al voltant del 50% en
els minuts 210 (p<0.01), 240 (p<0.001) i 270 (p<0.001).

Si es compara la corba resultant d'aquesta perfussié amb el control de
perfussid sense la droga, s'obtenen diferencies estadisticament significatives en
els minuts 210 (p<0.05), 240 (p<0.05) i 270 (p<0.05).
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Aquests resultats semblen implicar els receptors o;-adrenérgics en la

regulacio de la facilitat d'evacuacio.

5.3.2. Metoxamina + Fentolamina.

La utilitzacié d'una droga antagonista a-adrenérgic, sembla, logicament,
el segiient pas per reconfirmar la hipotesi anterior de la participacié dels

receptors a,-adrenérgics en la regulacid de la facilitat d'evacuacio.

La fentolamina és una antagonista a-adrenergic no selectiu pels receptors
o 0 Oy, perod ha estat utilitzada en altres estudis anteriorment i es coneix que no

produeix cap efecte per si sola sobre la facilitat d'evacuacio.

S'han utilitzat metoxamina 10°M i fentolamina, també 10°M, en un total
de 6 segments anteriors oculars perfundits seguint el protocol experimental de

tipus 2.

El periode de perfussié6 amb fentolamina durant 30 minuts no mostra
diferencies entre la facilitat basal 1 la facilitat d'aquest periode (Taula 5, Figura
22). Quan s'afegeix la metoxamina durant 60 minuts, l'efecte que produia en
l'anterior grup experimental, no es produeix en aquest cas o es produeix en
menor grau. En el periode post drogues, la facilitat augmenta lleugerament perd

sempre en valors inferiors a la perfussié amb metoxamina sola.

Aparentment existeix una reducci6 ‘de la facilitat que induia la
metoxamina, després d'una perfussié prévia amb fentolamina que s'ha mantingut
durant 90 minuts en total. De qualsevol forma, aquesta reduccié no és

estadisticament significativa.
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5.3.3. Epinefrina + Fentolamina.

Es ben conegut que la epinefrina té en la seva accié un component a-
adrenérgic i per aquest motiu és d'interés veure si el antagonista a-adrenérgic és

capag de bloquejar l'efecte induit per aquesta droga.

Tant la epinefrina com la fentolamina s'han utilitzat a la concentracié
anteriorment utilitzada (10°M), i s'han perfundit 5 segments anteriors oculars
seguint el protocol experimental de tipus 2. ‘

En el periode de perfussié amb fentolamina, la facilitat d'evacuacié no
mostra diferencies apreciables respecte a la facilitat basal (Taula 5, Figura 23).
El segiient periode, l'efecte que induia la epinefrina sembla bloquejat per la
fentolamina i no existeixen diferencies respecte a la facilitat basal. Per ultim, la
perfussid sense les drogues mostra un lleuger increment en la facilitat perd molt

inferior al produit per la epinefrina.

Si comparem aquesta corba amb la perfussié amb epinefrina sola, es pot
apreciar com l'efecte induit per la epinefrina és bloquejat, quasi completament,
per la fentolamina.

Per tant, les dades semblen mostrar que la epinefrina podria tenir un
component a-adrenérgic en l'efecte sobre la facilitat d'evacuacio.

5.4. Estudi de I'efecte de la indometacina en la regulacié de la facilitat d'evacuacié.

Altres estudis han descrit que la sintesi de prostaglandines pot ser induida
després de l'activacié de receptors a-adrenérgics. Aquesta possibilitat ha estat
estudiada en part en els grups experiments que segueixen.
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5.4.1. Indometacina.

La indometacina és un farmac utilitzat habitualment, que té la propietat
de inhibir l'enzim cicloxigenasa, enzim de la via de sintesi de les
prostaglandines. Per tant la inhibici6 d'aquest enzim resulta en la no alliberacié
de prostaglandines i que, per tant, no es produeixin els efectes derivats

d'aquestes.

En aquest grup shan perfundit 7 segments anteriors oculars segons el
protocol experimenta de tipus 1. S'ha utilitzat la indometacina a la concentracié
de 10°M.

En el periode de perfussié amb la droga, no s'observen alteracions en la
facilitat d'evacuacio respecte a la facilitat basal (Taula 6, Figura 24). Tampoc en
el periode de perfussio post droga, la facilitat experimenta variacions respecte a

la facilitat basal i no s'observa cap significacié estadistica.

La comparacié de la corba resultant amb la corba control sense
indometacina, no mostra cap significacié estadistica i per tant es dedueix que

aquesta droga no produeix cap efecte, per si sola, sobre la facilitat d'evacuacio.

5.4.2. Indometacina + Epinefrina.

La perfussi6 de 6 segments anteriors oculars segons el protocol
experimental de tipus 2, utilitzant les concentracions de droga anteriorment

utilitzades (10°M), mostra els segiients resultats.

El primer periode de perfussié amb indometacina durant 30 minuts no
mostra, com en casos anteriors, variacions en la facilitat d'evacuacié (Taula 6,
Figura 25). El periode de perfussié amb les dues drogues alhora, mostra com la

facilitat d'evacuacié no sofreix cap tipus de variacid respecte a la facilitat basal.
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Aixi mateix, tampoc en el periode de perfussi6 post drogues, la facilitat

experimenta cap increment.

La comparacié d'aquesta corba amb la corba de perfussié amb epinefrina
dona, com a resultat, significacions estadistiques en diferents minuts: 30
(p<0.05), 60 (p<0.01), 90 (p<0.01), 120 (p<0.05) i 150 (p<0.01).

5.4.3. Indometacina + Metoxamina.

Després de veure l'efecte bloquejant de la indometacina sobre l'efecte
que induia la epinefrina, cal veure si aix6 també es produeix en l'efecte induit

per la metoxamina.

S'han utilitzat dues concentracions de indometacina, 10° i 10°M i
unicament una de metoxamina, 10°M. El protocol utilitzat és, com en el cas
anterior, el protocol experimental de tipus 2 i shan perfundit 6 segments

anteriors oculars per a cada dosi de indometacina.

La concentracié 10°M de indometacina no mostra variacions
significatives en la facilitat d'evacuacié en el periode de 30 minuts de perfussié
amb aquesta droga (Taula 6, Figura 26). En el periode de perfussié amb les dues
drogues, la facilitat augmenta progressivament a partir dels 60 minuts de
perfussié en presencia de metoxamina, increment que continua en el periode de
perfussid post drogues, obtenint-se punts significatius en els minuts 240
(p<0.01) 1 270 (p<0.05).

Aquesta concentraci6 de indometacina no mostra diferencies

estadisticament significatives respecte a la perfussié amb metoxamina sola.

La concentracié major de indometacina tampoc produeix variacions en el
periode de perfussié amb aquesta droga sola (Taula 6, Figura 27). A diferencia

de l'anterior concentracid, el periode de perfussiéo amb les dues drogues mostra
94.



una inhibicié de l'efecte que produia la metoxamina, inhibicié que es manté en

el posterior periode de perfussié en abséncia de drogues.

En aquest cas, si existeix una diferencia estadisticament significativa

respecte a la perfussio amb metoxamina sola, en el minut 150 (p<0.05).
Sembla necessaria, en aquest ultim cas, una dosi major de indometacina

per inhibir l'efecte de la metoxamina, a diferencia del que passa amb la

epinefrina,
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6. DISCUSSIO.

Nombrosos estudis han mostrat l'efecte de reduccié de la pressié intraocular
(hipotensor) de la epinefrina quan aquest farmac és administrat de manera topica o
intracameral (Sears, 1975, Potter, 1981; Johnson, 1986; Tripathi, 1992). Alhora, les
influencies adrenérgiques sobre la IOP també estan ben documentades, i per exemple
tant I'estimulacié simpatica (Eakins, 1964; Gual, 1979) com l'administracié topica
d'agonistes adrenérgics (Langham, 1966; Bill, 1969) redueixen la IOP.

De fet, s'ha vist que tant els agonistes o adrenérgics com els B adrenérgics
redueixen la pressio intraocular actuant en diferents teixits relacionats amb la produccié
(processos ciliars) i I'evacuacié de I'humor aqués (via trabecular i via uveoescleral)
(Langham, 1974; Zimmerman, 1977, Vareilles, 1977; Ohrstrém, 1981; Brubaker, 1987,
Tripathi, 1992).

L'efecte de la epinefrina s’ha estudiat en diverses ocasions, pero, actualment
encara no esta clar el seu mecanisme d'actuacié. Alguns autors han sotgerit que,
l'augment de la facilitat d'evacuacié de 'humor aqués que produeix la epinefrina, pot
ser mitjangat pels receptors a adrenérgics (Eakins, 1964; Anderson, 1990, Tripathi,
1992; Ogidigben, 1994; Tors, 1995; Gasull, 1995), mentre que altres han sotgerit que
l'efecte €s de tipus B adrenergic (Erickson-Lamy 1992; 1994; Tripathi, 1992).

D'altra banda, 'AMPc s'ha vist associat amb l'augment de l'outflow induit per
diferents drogues, principalment la epinefrina (Neufeld, 1973; 1975; Bartels, 1981,
1988; Gregory, 1981; Boas, 1981; Crawford, 1991, Erickson-Lamy, 1992; Mittag, 1993,
Gilabert, 1994) |

Els resultats obtinguts en el present estudi, corroboren que efectivament la
epinefrina indueix un increment en la facilitat d'evacuacié en el model experimental
d'ull bovi in vitro, com han demostrat altres autors en ulls humans en el mateix model

experimental (Erickson-Lamy, 1992). EIl possible efecte de la epinefrina sobre els
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receptors B adrenérgics, seria l'estimulacié de la sintesi intracel.lular d'AMPc.
D'aquesta manera la forskolina , com a activador de l'enzim que sintetitza AMPc
(adenilat ciclasa), a les concentracions de 10~ i 10°M augmenta, com la epinefrina, la

facilitat d'evacuacio.

El dibutiril-AMPc (db-AMPc), un analeg de 'AMPc, també indueix un augment

en la facilitat d'evacuacid, mostrant un efecte similar al induit per la forskolina.

Un tercer métode assajat en aquest estudi pef augmentar la concentracié
intracel.lular dAMPc ha estat inhibir la seva degradaci6. D'aquesta manera, un
inhibidor la la fosfodiesterasa (enzim que degrada I'AMPc), la isobutilmetilxantina
(IBMX), ha estat provat en aquest model. Altres estudis havien mostrat que 1'TBMX sol,
per ell mateix, no provoca cap canvi sobre la concentraci6 dAMPc mesurada en
I'humor aquoés (Hoyng, 1991), mentre que si s'associa a epinefrina o norepinefrina,

I'efecte d'aquestes drogues en resulta significativament augmentat.

Durant la perfussié d'ull bovi in vitro 'IBMX augmenta significativament la
facilitat d'evacuacié de I'humor aqués, perd a més, 1'associaci6é d'aquesta droga amb una
altra que produeixi un augment en la sintesi d'aquest segon missatger (EPI o FSK)
també augmenta la facilitat d'evacuacié de manera additiva. Aquests resultats estan en
concordancia amb altres dades (Hoyng, 1991; 1992) que han mostrat I'efecte de la EPI i
la norepinefrina (norEPI) conjuntament amb I'TBMX en conills.

Analitzant aquests resultats, sembla clar que l'augment de la concentracid
intracel.lular d'’AMPc, per algun dels diferents mecanismes possibles, indueix un

augment de la facilitat d'evacuacio.

Una d'aquestes possibles vies d'actuacié de la EPI és a través de la activacio dels
receptors o adrenérgics. Alguns autors han mostrat que aquesta via podria ser la més
important en la regulaci6 de la evacuacié de I'humor aqués (Eakins, 1964, Anderson,
1990) i que els receptors B adrenérgics jugarien un paper marginal en aquest efecte
(Potter, 1981).
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Els receptors a adrenérgics es poden subdividir en dues clases a; i ;. El primer
tipus de receptor, I'a;, €s el que habitualment s'ha associat a increments en la facilitat
d'evacuacid (Eakins, 1964), mentre que l'activacié del segon tipus de receptor, l'a;,
també s'ha associat a descensos en la IOP, pero actuant a les vies de produécid d'humor
aquos (Tripathi, 1992; Ogidigben, 1994).

Els resultats d'aquest estudi mostren com la metoxamina, un agonista o,
adrenérgic, incrementa la facilitat d'evacuacié de forma significativa respecte a la
perfussio en absencia d'aquesta droga. Aquest efecte suggereix una possible
participaci6 dels receptors adrenérgics o; en el mecanisme activat per la epinefrina.
Cal destacar que l'efecte induit per la metoxamina sobre la facilitat d'evacuaci6 es
major que l'induit per la epinefrina. Aquest resultat s'hauria d'interpretar, possiblement,

com a conseqiiéncia de la major especificitat de la metoxamina sobre aquests receptors.

La metoxamina i la norepinefrina (Eakins, 1964; Neufeld, 1973; Potter, 1981,
Tripathi, 1992) afecten la facilitat d'evacuacio provablement, perqué ambdds sén més

selectius que la epinefrina pels receptors o adrenérgics.

Eakins i col.laboradors (1964) van mostrar en conills, que la epinefrina i la
norepinefrina disminueixen la resisténcia a la evacuacié de I'humor aqués, i que aquest
efecte pot ser blocat per I'administracié de fentolamina, un antagonista o adrenérgic no
especific. En el model de perfussié d'ull bovi in vitro utilitzat, la fentolamina és capag
d'inhibir I'efecte de la metoxamina, com a minim en part. Igual que en l'estudi d'Eakins
(1964), 1a fentolamina també inhibeix l'efecte induit per la epinefrina, i cal destacar que
aquesta inhibicié és més efectiva que en el cas de la metoxamina que, per la seva

banda, també induia un efecte sobre la facilitat d'evacuacié major que la epinefrina.

La inhibicié de l'efecte de la EPI i la METX per part de la fentolamina implica
la participacié dels receptors o adrenérgics en l'efecte d'ambdues drogues anteriorment
citades. De fet, ja s'havien implicat aquests receptors en la regulacié de l'evacuacio de

I'humor aqués (Eakins, 1964; Potter, 1981; Anderson, 1990). La preséncia de receptors
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o relacionats amb variacions de la facilitat d'evacuaci6 implica I'existéncia d'un

component simpatic en el control de la evacuacié de I'humor aqués (Gual, 1979).

En alguns estudis s'ha vist que la indometacina és capag d'inhibir 'augment en la
facilitat d'evacuacié que produeix la epinefrina (Bhattacherjee, 1977, Camras, 1985;
Anderson, 1990; Tripathi, 1992), 1 han implicat les prostaglandines en l'efecte de la

epinefrina.

Les prostaglandines a dosis altes provoquen el trencament de la barrera sang-
aquos, i indueixen un augment en la pressid intraocular (Bito, 1984), mentre que a dosis
baixes (nM), tenen un efecte contrari, augmentant la facilitat d'evacuaci6, reduint la
pressi6 intraocular (Poyer, 1992; Tripathi, 1992; Dijkstra, 1995). Des de fa temps es
coneix que les prostaglandines i les catecolamines estan relacionades, i s’ha observat
que les catecolamines (norEPI i EPI) poden estimular la sintesi de prostaglandines en
l'iris de conills i bovins (Yousufzai, 1983).

En altres teixits com en les cel.lules de I'epitel.li gastric, s’ha observat que la EPI
i la norEPI indueixen la sintesi de PGI, (prostaciclina) i que aquesta sintesi pot ser
inhibida per la fentolamina (antagonista a adrenergic no selectiu) i per la prazosina
(antagonista a, adrenergic selectiu) (Ueda, 1994). Aquests resultats suggereixen que la
sintesi de PGI, esta mitjangada pels receptors a; adrenérgics (Yousufzai, 1983; Ueda,
1994). A més, la sintesi d'una altre prostaglandina (PGE,), en aquest mateix teixit, és
estimulada per la norEPI i no per la EPI que té un efecte menor sobre els receptors o
adrenérgics. La sintesi de PGE,, igual que la de PGI,, pot ser inhibida per la

fentolamina 1 la prazosina (Ueda, 1994).

La EPI també pot induir la sintesi de PGEz. si, alhora, s'utilitza l'agonista 3
adrenérgic propanolol o bé I'antagonista o, yohimbina, amb la qual cosa s'augmenta
I'efecte sobre els receptors a; (Ueda, 1994). Aquest fet mostra la participacié dels
receptors o, adrenergics com a supresors de la sintesi de prostaglandines induida per
I'activaci6 dels receptors o, (Ueda, 1994). En relacio amb la sintesi de prostaglandines

induida per les catecolamines, també s'ha vist que els receptors B adrenérgics no
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participen en aquest procés i aixi, l'isoproterenol (agonista B adrenérgic) no indueix la

sintesi d'aquestes substancies (Ueda, 1994).

En la perfussio d'ull bovi in vitro, la indometacina sola no modifica la facilitat
d'evacuacid. Es pot suggerir doncs que, per si sola, aquesta droga no és capag de
produir cap modificacié en la concentracié de prostaglandines; aquesta falta d'efecte

també I'han descrit altres autors (Camras, 1985; Anderson, 1990) en conills i humans.

La indometacina inhibeix l'augment de la facilitat d'evacuacié que produeix la
EPI, la qual cosa mostra que en l'efecte induit per la EPI hi ha una participacid de les
prostaglandines; altres autors també han trobat efectes similars (Bhattacherjee, 1977;

Camras, 1985; Anderson, 1990) en conills i humans.

També trobem el mateix resultat si estudiem l'efecte de la indometacina sobre
l'increment de la facilitat d'evacuacié induit per la metoxamina. La indometacina, en
aquest cas, és capag d'inhibir l'efecte induit per la metoxamina 10°M. També hi ha una
inhibicié parcial en l'efecte de la metoxamina 10°M, provablement degut a la elevada

concentracio6 de I'agonista o; adrenérgic.

Tots aquests resultats mostren una participacio dels receptors a, adrenergics en
l'augment de la facilitat d'evacuacid induit per la EPI i la METX, i alhora, mostren una

participaci6 de les prostaglandines en aquest procés.

En nombrosos teixits i més especificament en l'iris i en el cos ciliar de conills,
gats 1 bovins, s’han trobat receptors a prostaglandines acoblats a l'adenilat ciclasa, enzim
que sintetitza 'AMPc (Bhattacherjee, 1993; Wax, 1993). En la xarxa trabecular no se
sap amb seguretat I'existéncia de receptors a prostagiandjnes, pero hi ha indicis de la

possible existéncia d'aquests receptors (Tripathi, 1992).

Finalment, i a la vista dels resultats obtinguts, sembla possible que la epinefrina,
en la via convencional d'evacuacid de I'humor aqués (xarxa trabecular i canal

d'Schlemm), actui a través de l'activacié dels receptors a; adrenérgics, i que aquests, a
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través de diversos mecanismes intracel.lulars activin la cascada intracel lular de l'acid
araquidonic, precursor de les prostaglandines. A través de l'activacié dels receptors
propis, les prostaglandines, sén capaces d'activar la sintesi dAMPc. S'ha descrit que al
augmentar la concentraci¢ intracel-lular d'aquest segon missdtger es produeix un
increment en la facilitat d'evacuacid de I'humor aquoés a través de la xarxa trabecular i el

canal d'Schlemm.

D'altra banda, encara falta aprofundir en el coneixement d'aquest possible
mecanisme d'actuacié de la EPI, i a més, cal coneixer la participacio d'altres segons
missatgers intracel.lulars com el Ca**iel IP; (Nebigil, 1992; Kokubu, 1993; Lepple-
Wienhues, 1994; Wiederholt, 1994; Safarazi, 1995) que podrien jugar un paper

important en la regulacié d'aquests mecanismes.
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7. CONCLUSIONS.

1. La modificaci6 efectuada de la técnica de perfussié de segment anterior ocular bovi
in vitro, descrita per Erickson-Lamy, ha permés millorar la viabilitat de les

estructures oculars, la estabilitat de la preparacié i 'analisi de les dades.

2. La epinefrina incrementa la evacuacié de I'humor aquds per la via convencional
(xarxa trabecular i canal d'Schlemm) en la perfussié de segment anterior bovi in

vitro.

3. La forskolina, el dibutiril-AMPc i la isobutilmetilxantina, en aquesta preparacié

experimental, augmenten la facilitat d'evacuacio de I'humor aquos.
4. L'augment de la concentracio intracel-lular de 'AMPc provoca un increment de la
facilitat d'evacuacié de 1'humor aquds en la preparacié de segment anterior ocular

bovi in vitro.

5. La metoxamina produeix un augment en la facilitat d'evacuacié de I'humor aqués en

aquest model experimental.

6. La fentolamina bloqueja dels efectes de la metoxamina i de la epinefrina sobre la

facilitat d'evacuacié de 'numor aqués en el model experimental estudiat.

7. Els receptors a, adrenérgics tenen, com a minim en part, un paper funcional sobre la

facilitat d'evacuaci6 de 'humor aqués en la xarxa trabecular bovina.

8. La indometacina, per si mateixa i de manera aguda, no és capag d'induir cap efecte

sobre la facilitat d'evacuacié de I'humor aqués en aquest model experimental.
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9. En la perfussi6 de segment anterior ocular bovi in vitro, I'efecte de la epinefrina sobre
la facilitat d'evacuacié de I'humor aquds es inhibit tant pel bloqueig dels receptors o

adrenérgics com per la presencia de la indometacina.

10.En aquest model experimental, l'efecte de la metoxamina sobre la facilitat

d'evacuacié pot ser inhibit, com a minim en part, per la indometacina.
11.Els efectes de les prostaglandines sobre la facilitat d'evacuacié de I'humor aqués

estan mitjangats, com a minim en part, pels receptors o, adrenérgics en aquest model

experimental.
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