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Ingrés d'Académics numeraris

LA FISIOLOGIA, MARE DE CIENCIES.
DE LA FISIOLOGIA | FISIOPATOLOGIA DE 'HUMOR AQUOS

Arcadi GUAL i SALA

Dedicatoria

A tot el jovent que s’esforga fent ciencia
i a tot el professorat que facilita fer ciéncia al jovent

Excel-lentissim Sr. President, Molt Il-lustres Acade-
mics, Autoritats, Senyores i Senyors,

“Sempre he temut l'obligacioé d’un discurs académic.
El que es fa obligat —i a fe que la present obligacio re-
presenta per a mi una honra no esperada!- mata l'es-
pontani, i en ciéncia, com en tota activitat humana, els
treballs arriben a la seva hora de maduresa i no és pos-
sible forgar I'esperit en qualsevol moment, sense perill
d’escriure pagines debades. D’aqui el meu temor. Tin-
gueu-me en compte aquesta situacio i sigueu benévols
en el present com ho vareu ser el dia en que em va hon-
rar la vostra confianga”.

Aquestes paraules les faig meves tot i que ja van
ser llegides, en castella, en aquest mateix Amfiteatre
Gimbernat, el 27 de febrer de 1910 pel Dr. August Pi
Sunyer en el seu discurs com a membre de nimero. A
les seves paraules voldria afegir que no solament agra-
eixo la confianca siné que considero obligat manifestar
qgue vindré a aquesta casa amb esperit de servir a la
Reial Academia de Medicina de Catalunya, tot tenint
en compte que I’Académia no soén les pedres d’aquest
bell i vell edifici. "Academia és i sera el que sén els seus
académics i, per tant, manifesto que vinc a servir a tots
vostes que m’han proposat com a company. Estic segur
que servir-los sera una bona manera de fer pais i retor-
nar a la ciutadania el que estigui a les nostres mans.

Per escollir el tema més adequat per aquesta ocasio
he tingut en compte diferents aspectes. En primer lloc
entre els discursos d’ingrés no he trobat cap llicd que
versi directament sobre fisiologia i en segon lloc que
les darreres tematiques han anat virant a formes més
sociologiques o d’ambit més general. Tenint en comp-
te aquests dos aspectes, vaig proposar com a titol: La
fisiologia, mare de ciencies. De la fisiologia i fisiopa-
tologia de ’humor aquds. Voldria mostrar a través d’un

petit recorregut per diferents treballs de recerca focalit-
zats en la fisiologia de I’humor aquéds (HA), i en una ma-
laltia d’alta prevalenca com és el glaucoma, com, en els
darrers 50 anys, els estudis sobre la funcié i la fisiologia
de diferents organs i sistemes ha estat clau en el naixe-
ment de diverses ciéncies que avui estan consolidades,
i de les quals la fisiologia se’n pot sentir mare. Algunes
d’aquestes ciencies sén especialment rellevants i al-
tres especialment prometedores, com la bioquimica i
la biologia molecular, la biofisica, la biologia cel-lular, la
immunologia, la genética, la protedmica, la genomica,
I'epigenética i altres que veurem néixer d’aqui a poc.
El pla d’estudis de I'any 1959 tenia dues fisiologies, la
general i I'especial. La primera, la general, incloia com a
gruix els aspectes bioquimics i, a més, el que en deien
la “fisiologia cel-lular” que acabaria essent la biologia
cel-lular, pero també incloia la immunologia i la gene-
tica. Era la fisiologia especial la que acabaria essent la
fisiologia humana. Poc a poc va arribar professorat es-
pecialitzat i va ocupar les noves assignatures de biolo-
gia cel-lular, biofisica, immunologia, genetica i no caldra
esperar massa per donar la benvinguda a professionals
per la protedmica o la gendmica. Sense exagerar po-
dem dir que les arees funcionals del coneixement basic
biomedic, és a dir, les que estudien la funcid, han estat
branques o filles de la fisiologia.

DE LA FISIOLOGIA | FISIOPATOLOGIA DE 'HUMOR
AQUOS (HA)

Es 'hora de parlar de la fisiologia de ’humor aquds
('HA) i de com els investigadors ens hem aproximat a
estudiar aquest circuit tan petit i tan curt, pero tan de-
terminant per una patologia com és el glaucoma. L'HA
té dues grans funcions: nodrir les estructures avascu-
lars -cornia i cristal-li- i determinar la pressid intraocular
(IOP). 'HA es secreta en els processos ciliars situats a la
cambra posterior de l'ull i, passant per la pupil-la, s’en-
camina cap a lI'angle iridocornial on drena travessant la
xarxa trabecular (XT) i 'endoteli del canal de Schlemm
(CS) cap alallum d’aquest ultim i d’aqui, cap a les venes
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aquoses; hi ha altres vies de drenatge de I'HA, com la
via uveoescleral, pero la via del CS és coneguda com la
via convencional i sil-lustra en la figura 1.

L'ull manté les seves propietats dioptriques sempre
gue en la camera anterior de I'ull es mantinguin uns va-
lors normals d’IOP que oscil-len entre 12 i 21 mmHg. A
més, hi ha variacions circadiaries. Si la pressié és massa
baixa les lents del globus ocular no mantenen la seva
curvaturaino enfoquen adequadament. Si I'lOP és mas-
sa alta es compromet la circulacié sanguinia dins l'ull, es
pot afectar el nervi optic i ambdues coses condueixen
cap a la ceguesa. Encara que podem trobar glaucomes
amb tensié ocular normal, I'elevacié de I'lOP és el factor
de risc més determinant del glaucoma. La prevalenca
del glaucoma oscil-la entre I'1,5 i el 2% entre els majors
de 40 anys i és una de les causes principals de ceguesa
al mén, essent-ne la forma més freqlient, el 60% dels
casos, el glaucoma d’angle obert primari o glaucoma
cronic simple (American Academy of Ophthalmology
[AAQ], 2008).

L'Organitzaciéo Mundial de la Salut va estimar, a prin-
cipis dels anys 90, que el nombre de persones al mén
amb IOP seriosament alta era de 105 milions, que se’n
diagnosticarien prop de 2,4 milions a I'any i que el nom-
bre de cecs per aquesta causa seria de 8 milions, cosa
que situaria el glaucoma com la tercera causa de cegue-
sa a nivell mundial, només superada per la cataracta i
I'oncocercosi (American Academy of Ophthalmology
[AAOQ], 2008). Aquesta breu explicacio posa de relleu la
importancia de coneéixer i estudiar a fons els factors que
contribueixen a determinar I'lOP i molt especialment
els mecanismes de drenatge a través de la XT.

COM ES POSSIBLE APROPAR-SE A LESTUDI DE LA
FISIOLOGIA DE 'HUMOR AQUOS (HA)?

Apropar-se a I'estudi de la fisiologia de I'HA amb una
sola aproximacid no seria eficient donat que la recer-
ca requereix apropar-se al problema des de diferents
perspectives. Repassarem els factors, les metodologies
i tecniques i, les millors aproximacions per a I'estudi de
la fisiologia de I'HA.

Hi ha diversos factors que afecten la via convencio-
nal de drenatge de I'HA. Malgrat que molts d’ells estan
intimament relacionats, els agruparem en vuit apartats
gue es descriuen a continuacié (Figura 1):

Revista de la Reial Acadeémia de Medicina de Catalunya - Volum 31, nimero 4, Octubre-Desembre 2016 - ISSN: 1133-32866

La fisiologia, mare de ciencies. De la fisiologia i fisiopatologia de I'humor aquds

A. La innervacio

Es rellevant un treball del grup de la professora
Litjen-Drecoll en queé es descriu tant la innervacio efe-
rent, de tipus vegetatiu, com I'aferent de tipus sensorial
(Selbach et al. 2000) plantejant la possibilitat que la XT
tingui capacitat d’autoregular I'evacuacié d’HA.

B. Tipus i caracteristiques de les cél-lules de la xarxa
trabecular (XT) i de 'endoteli del canal de Schlemm(CS)

Diferents investigadors es van preguntar si la influ-
encia de les cel-lules trabeculars sobre el flux d’'HA és
activa o passiva. Al respecte son rellevants EL treball
d’Alvarado et al. (1991) que van evidenciar que les XTs
d’ulls glaucomatosos d’angle obert tenen un nombre de
cel-lules inferior a les d’XTs normals i el de Coroneo et
al. (1991) queva demostrar a la XT diferents tipus cel-
lulars amb diferents comportaments.

ElkeLutjen-Drecoll (1998) ha descrit amb gran preci-
si6 tota l'estructura funcional de la XT. Es de gran in-
terés un treball seu (2009) en qué s’especifiquen les
diferencies de la XT en tres tipus de glaucoma d’angle
obert: i) primari d’angle obert, ii) induit per corticoste-
roides i iii) pigmentari.

C. Estimuls mecanics

KristineErickson-Lamy va mostrar la viabilitat d’una
preparacié molt interessant basada en el cultiu de tei-
xit de la XT en qué es poden perfondre ulls enucleats i
mesurar la facilitat d’evacuacié de I’HA a través del tra-
bécul (Erickson-Lamy et al. 1988 i 1991). El Laboratori
de Neurofisiologia de la Universitat de Barcelona va po-
sar en marxa aquesta preparacio i va descriure millores
substancials de la técnica que sén un referent de la pre-
paracio (Gual et al. 1997).

Aquesta preparacido es va acoblar amb tecniques
electrofisiologiques i altres técniques com el registre de
Patch-clampi Voltatge-clampen cél-lules de la XT obtin-
gudes de cultius primaris o altres técniques de mesura
de Ca2+ citosolic lliure mitjancant colorants sensibles
als canvis de voltatge. Aquest doble abordatge es com-
plementa: per una part les técniques fisiologiques con-
vencionals per avaluar la funcié de la XT i, per una altra,
tecniques especifiques com les electrofisiologiques, les
de cultiu cel-lular, les bioquimiques, o les immunohisto-
quimiques, que permeten avaluar els diferents agents
i mecanismes cel-lulars implicats. Aquesta doble apro-
ximacid va permetre identificar la preséncia de canals
de K+ rectificadors -canals Kir- en les cel-lules de la XT
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(Llobet et al. 2001), i també la mecanosensibilitat del
canal de Ca2+ activat per K+ (Gasull et al. 2003).

Posteriorment es va estudiar la modulacié del flux
d’HA per diferents mecanismes ionics de les cel-lules
de la XT (Soto et al. 2004), i la identificacio i la carac-
teritzacié de canals de clorur (CIC-2) en les cél-lules de
la XT (Comes et al. 2006). Varem poder observar com
el volum intracel-lular de les cél-lules XT determina
la facilitat d’evacuacié de I'HA (Gual et al. 1997) i que
l'augment de volum de la cel-lula activa un mecanis-
me regulador de volum que impliquen tant I'activacid
dels corrents de K+ i Cl- com la participacid del recep-
tors P2Y2 (Soto et al. 2004); Aquestes dades permeten
proposar que la regulacié del volum cel-lular seria part
dels mecanismes homeostatics de la XT per regular el
flux d’evacuacié de I'HA. Experiments realitzats amb
RT-PCR, van confirmar I'expressid molecular de canals
CIC-2 (Comes et al. 2006) que se sumaven als canals re-
guladors de volum cel-lular (Clswell) i als canals de K+
activats per Ca2+ (BKCa).

Varem estudiar I'entrada capacitativa de Ca2+ a les
cél-lules de la XT en resposta a I'estimulacid d’agonistes
i la deplecid dels diposits intracel-lulars de Ca2+ i varem
observar com I'entrada de Ca2+ esta condicionada per
|'activacid dels canals SOC. Aixi, els canals CRAC i TRPC
actuen com a moduladors de la XT i milloren el drenat-
ge de I’HA (Abad et al. 2008).

La contractilitat de I‘actomiosina modula la resis-
téncia a la sortida de I'HA i com a conseqlieéncia mo-
difica I'lOP, rad per la qual es va estudiar I'efecte de la
latrunculina-B que indueix la despolimeritzacio de l'ac-
tina. La presencia de latrunculina-B va disminuir molt la
resisténcia de sortida respecte al control (MinHee et al.
2016), confirmant que els mecanismes contractils d’ac-
tomiosina sén importants per modular la resisténcia de
sortida de I'HA.

D. Activitat tissular

Els teixits circumdants de la XT poden alliberar subs-
tancies en diferents situacions, com la inflamacid, des-
prés d’un traumatisme o durant el dolor neuropatic. En
aquest sentit varem estudiar amb col-laboracié amb el
Dr. Rafael Barraquer i el Dr. Josep Maria Nicolas, la capa-
citat de la bradicinina de disminuir la facilitat d’evacua-
cio de I'HA, efecte mitjancat per I'activacid de receptors
BK-B2 (Llobet et al. 1999). Aquesta dadapermet postu-
lar mecanismes de contraccid actius en les cél-lules de
la XT que podrien modificar activament el flux d’"HA.

E. Matriu extracel-lular

Un treball realitzat amb microscopia electronica d’es-
caneig (Sampaolesi i Argento, 1977), va verificar dos
aspectes que tenen correlacio clinica: i) la pseudoexfo-
liacid: que dificulta el pas d’HA, i ii) la descripcio del lli-
gament pectinat en el glaucoma congenit d’inici tarda.

F. U'expressio génica

Fins a mitjans de la década dels 90 no apareixen en la
literatura treballs que impliquin I'expressié génica en la
XT, 'HA, ni tampoc en el glaucoma. Cal revisar tres tipus
de dades, sobre I'expressio génica i els gens associats al
glaucoma, sobre la transferencia de gens -gen delivery-
i per acabar la terapia genica associada al glaucoma.

Stone et al. (1997) van ser els primers en identificar
mutacions del gen de la miocilina, responsable de casos
de glaucoma juvenil d’angle obert hereditaris. Treballant
en la recerca de I'expressié génica de les estructures de
I'ull destaca el grup de la Dra. Borras de la University of
Duke amb el que mantenim una estreta col-laboracid.
Lany 2000 ja es van aportar dades de com una IOP ele-
vada induia I'expressio d’alguns gens, en la XT (Gonzalez
et al. 2000). Uns anys més tard Comes i Borras (2009)
publiquen la primera visié molecular sobre la variacié
de la resposta individual a I'lOP observada en I'entorn
clinic. Es rellevant la troballa, en un nombre important
de families amb glaucoma primari d’angle obert, d’alte-
racions en el gen OPTN, gen responsable de la sintesi
d’una proteina, 'optineurina, que es detecta entre d’al-
tres llocs en la XT (Rezaie et al. 2002).

Respecte la transferencia de gens s’ha posat de ma-
nifest com vectors adenovirals sdn capagos de transfe-
rir gens actius a XT d’ulls humans intactes, fent possible
pensar que es podran desenvolupar farmacs pel glau-
coma mitjancant terapies géniques (Borras et al. 1998;
Comes i Borras, 2007; Buie et al. 2010).

Finalment cal destacar les dades de com, en ovelles,
la induccié génica pot prevenir el glaucoma induit per
esteroides (Borras et al. 2016) i, per tant, pensem que
la transferencia per la seva utilitzacié en humans no pot
ser llunyana.

G. Factors externs

Una recent revisido de Ganesh Prasanna (Prasanna et
al. 2016) sobre la farmacologia dirigida a modificar el
flux d’HA a través de la via convencional, resumeix de
forma excel-lent la situacié actual en descriure els nous
mecanismes que incrementen el flux d’evacuacié a tra-
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vés de la via convencional i els farmacs que han demos-
trat ser esperancadors per tal de reduir I'lOP modulant
diverses vies; entre elles la Rho-cinasa, I'NO, la guanilat-
ciclasa soluble, el GMPc, I'adenosina A1, la prostaglan-
dina EP4, 'AMPc i els canals de potassi.

H. Aproximacions innovadores

Proteomica

Un dels primers treballs sobre I'analisi del proteo-
ma de les cel-lules de la XT va ser el de Thomas Steely
(Steely et al. 2006). L'objectiu del treball era engegar un
estudi proteomic de cel-lules GTM3 com a pas inicial
cap a la caracteritzacié completa del proteoma huma
de la XT.

La presencia de dexametasona afecta I'expressio de
les proteines del citoesquelet en el nivell transcripcio-
nal i traslacional, i mostra que un estudi combinat de
genomica i protedmica és Util per a I'analisi de les pro-
teines en la XT (Clark et al. 2013).

El segment anterior de 'ull és una part especialment
complexa amb més de 5.000 proteines identificades i
per aixd l'analisi protedmica de diferents parts de 'ull
implica metodes d’alt rendiment que ajuden a identifi-
car les proteines i les seves modificacions postraduccio-
nals (Elsobky et al. 2014).

Cel-lules mare (Stem-cells)

Donada la participacié de les cel-lules de la XT en la
regulacié de I'lOP s’ha proposat utilitzar cel-lules mare-
de la XT per modificar el flux d’evacuacio de I'HA (Yun et
al. 2016); aquestes cel-lules aplicades in vivo mostren
la capacitat de retornar a la regid trabecular, fixar-s’hi i
diferenciar-se a cél-lules trabeculars.

Knockouts

S’han descrit knockouts de ratolins amb caréncia de
receptors de melatonina tipus 1 que durant el periode
nocturn presenten una IOP significativament elevada
(Alcantara-Contreras et al. 2011). També s’ha descrit
que els ratolins transgénics que sobreexpressen NOS3
mostren una IOP menor i una facilitat d’evacuacié aug-
mentada, cosa que indica segurament que el senyal NO
pot regular endogenament I'lOP (Stamer et al. 2011).
Per contra, ratolins knockouts de NOS3 mostren una
IOP elevada en comparacié amb els ratolins control (Lei
et al. 2015).
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Models experimentals

El fet que s’hagin proposat diferents models per a
I'estudi del glaucoma mostra tant la utilitat de trobar un
bon model com que cap dels anteriors acompleix tots
els requisits desitjables. Un model interesant és el de
les microesferes de latex (Weber i Zelenak, 2001). Un
altre model és el de la injeccié de microesferes magne-
tiques (Bunker et al. 2015) amb l'avantatge que es po-
den manipular des de fora. Finalment es va fabricar una
estructura amb porus de les dimensions de la XT, la van
tractar amb proteines d’adhesio, F-actina i la trunculina
B, i posteriorment s’hi va fer créixer cél-lules cultivades
de la XT (Torrejon et al. 2013).

CONSIDERACIONS | REFLEXIONS FINALS

Aquesta breu i parcial revisio de la fisiologia de I'HA i
de la seva fisiopatologia no ha tingut una altra intencié
gue la de servir d’'exemple per mostrar com, per estu-
diar un aspecte funcional tan petit, tan irrellevant si el
comparem amb altres funcions complexes del sistema
nervids, hem necessitat aproximar-nos-hi no solament
des del vesant i les técniques propies de la fisiologia
sind que també han estat necessaries aproximacions
des d’altres vessants com la de la bioquimica, de la bi-
ologia molecular, de la immunohistoquimica, I'electro-
fisiologia, la genomica, la protedmica, I'epigenetica i
encara d’altres. Aproximacions totes elles encaminades
a avaluar la funcié de sistemes, organs, o circuits com-
plexos o suposadament senzills com el circuit de I'HA.

Durant vuit anys he tingut l'oportunitat d’estar al
front del Departament de Ciencies Fisiologiques | de
la Universitat de Barcelona que aplegava les Unitats de
Biofisica, Bioquimica, Genetica i Fisiologia, i avui, amb
la reforma de departaments de la Universitat de Bar-
celona, ha passat a ser el Departament de Biomedicina
que aplega, a més de les esmentades Unitats, les de Bi-
ologia Cel-lular, Histologia i Immunologia. Es un honor
continuar coordinant aquest nou Departament i, enca-
ra que ho comprenc, em permetran manifestar-los una
certa nostalgia per la perdua del nom. La fisiologia se
sent mare de la major part de les ciéencies, ja consoli-
dades, a que m’he referit i inclis se sent avia d’alguna
d’elles com la protedmica o 'epigenetica que han nas-
cut de mans de la bioquimica o la genetica. La fisiologia
no se sent més important que qualsevol de les ciéncies
gue contribueixen a coneixer més i millor com funciona
la complexitat del cos huma i les aplega sota el nom de
ciéncies fisiologiques. Amb certa enveja contemplo el
jovent cientific que ens envolta, responsable d’un futur
gue es preveu cada vegada més potent i més productiu.
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Una cosa més, la fisiologia i les ciencies fisiologiques
intenten explicar com funciona cada racé, cada trosset
de I'economia del nostre cos i ho fa esperant de tots
vostes, clinics, cirurgians, psiquiatres i especialistes de
totes i cada una de les disciplines médiques que, quan
estiguin davant d’'un malalt, puguin guarir-lo, és a dir,
li retornin la funcid fisiologica; la medicina i la fisiolo-
gia sén, doncs, dos mons inseparables i em permetran
pregonar que la fisiologia se sent orgullosa d’estar al
servei de tots els metges. Malgrat tot, la medicina i els
professionals que 'emplenen de coneixements tenim la
responsabilitat d’anar més enlla de guarir els malalts.
Miguel Delibes reflexiona sobre la medicina i escriu®: La
Medicina, pese a sus esfuerzos, no ha conseguido cam-
biarnos por dentro; nos ha hecho mds pero no mejores.
Estamos mds juntos -y aun lo estaremos mds- pero no
mds proximos. Sres. i Srs. Académics, no ens parem en
la reflexié de Delibes i assumim la responsabilitat de li-
derar l'accié de millorar la humanitat per “dintre”; no
sol-licito que surtin al carrer a fer-ho, sind que pensin
que s’ha de fer. Vostes, senyories, sdn experts en conei-
xement i fan que aquesta casa sigui rica en ciéncia, per
aix0 els demano no oblidin la prédica de Ramon Llull
en la qué assevera“Pobre és el qui rep i no déna”; si
donem ciéncia, el nostre cabal, la Reial Académia de
Medicina de Catalunya sera rica per sempre.
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Elements i factors que afecten a la via convencional de drenatge de
I’humor aquds (HA) (xarxa trabecular (XT) i canal de Schlemm (CS))

1. Innervacié

* Simpatica _—
* Parasimpatica  «-eoceen
* Sensorial _—

2. Tipus cel-lulars implicats
* Diferents céllules de la XT

+ Célules del CS —
'

3. Estimuls mecanics 7. Factors externs
* Pressid intraocular (IOP) * Farmacs
* Citoesquelet i Contraccié cel-lular * Altres substancies ...
* Volum cel-lular / Osmolaritat 5. Matriu extracel-lular

: Composicig 8. Aproximacions
4. Activitat tissular Diposits innovadores
* Substancies secretades * Proteomica

(Bradiguinina, AMPc, ...) 6. Expressio génica * Cél-lules mare

* Substancies vasoactives *  Canvis en la expressié * Knockouts
* Mediadors de la inflamacié génica local * Models experimentals
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