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Resumen

Objetivo: Estudiar la presencia de polifosfatos de diadenosina en el humor acuoso de humanos.

Objetivo secundario: Analizar si existen diferencias entre pacientes con y sin glaucoma.

Método: Recogida de muestras de humor acuoso de 20 ojos de 20 pacientes subsidiarios de cirugia de cataratas. La
extraccion se realizé en la primera maniobra quirlrgica de la facoemulsificacion: a través de cornea clara se realizé
una paracentesis y se aspiraron de 0,1 a 0,2 ml de humor acuoso con una cénula de 27 G conectada a una jeringa
de insulina. La muestra se congelé inmediatamente a -80 °C y se mantuvo protegida de la luz hasta que se analiz6
la presencia de AP,A'y Ap.A por cromatografia liquida de alta resolucion.

Resultados: Diez pacientes presentaban glaucoma (9 glaucoma primario de angulo abierto y uno glaucoma seudo-
exfoliativo). Se detectaron AP,A y AP_A en todos los pacientes. No se detectaron diferencias en la concentracion de
AP A entre los pacientes con y sin glaucoma. Las concentraciones de AP A fueron mas elevadas que las del AP A en
el grupo con glaucoma y se detectd una diferencia estadisticamente significativa con el grupo control (296,5 nM en
el grupo glaucoma frente a 27,5 nM en el grupo control).

Conclusiones: Por primera vez se detecta la presencia de AP,A'y AP_A en humor acuoso humano. En los pacientes
con glaucoma las concentraciones de AP,A estan elevadas en comparacion a los controles. Aunque se ha descrito
el papel regulador de la presion intraocular del AP,A en modelos animales la importancia fisiopatolégica de estas
moléculas en humanos todavia no se conoce.

Resum

Objectiu: Estudiar la presencia de polifosfats d’adenosina en humor aqués huma.

Objectiu secundari: Analitzar si hi ha diferencies entre els pacients amb glaucoma i sense glaucoma.

Meétode: Recollida de mostra d’humor aqués de 20 ulls de 20 pacients subsidiaris de cirurgia de cataractes.
L'extracci6 es va realitzar en la primera maniobra quirlrgica: a través d’una paracentesi a cornia clara es van aspirar de
0,1 ml a 0,2 ml d’humor aqudés amb una canula de 27G connectada a una xeringa d’insulina. La mostra es va
congelar immediatament a —80 °C protegida de la llum, fins que es va analitzar la presencia de Ap4A i Ap5A per
cromatografia liquida d’alta resolucié.

Resultats: Deu pacients presentaven glaucoma (9 glaucoma primari d’angle obert i 1 glaucoma pseudoexfoliatiu).
Es va detectar Ap,A i Ap A en tots els pacients. No es van detectar diferéncies en la concentracié de Ap,A entre els
pacients amb i sense glaucoma. Les concentracions de AP,A van ser més elevades que les de AP A en el grup amb
glaucoma i es va detectar una diferencia estadisticament significativa respecte el grup control ( 296,5 nM en el grup
glaucoma vs 27,5 nM en el grup control).

Conclusions: Per primera vegada es detecta la preséncia de AP,A i AP_A en humor aqués huma. En els pacients amb
glaucoma les concentracions de AP A estan elevades respecte als controls. Encara que s'ha descrit el paper regulador
de la pressio intraocular del AP,A  en models animals la importancia fisiopatologica en humans encara no es coneix.

Summary

Purpose: To study the presence of diadenosine polyphosphates in human agueous humour.

Secondary aim: To evaluate differences between glaucoma and no glaucoma patients.

Method: Aqueous humour sample was taken from 20 eyes of 20 patients who were scheduled for phacoemulsifica-
tion. The extraction of sample was done as the first surgical step: 0.1 to 0.2 ml of aqueous humour was collected at
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the beginning of the cataract surgery through corneal paracentesis using a 27-gauge cannula on a tuberculin syringe.
The samples were immediately cooled at —-80 °C and kept frozen and protected from light. Aqueous humour aliquots
were analyzed by High Performance Liquid Chromatography for the presence of Ap,A and Ap.A.

Results: 10 patients had glaucoma (9 primary open angle glaucoma and 1 pseudoexfoliative glaucoma). AP A and
AP_A were detected in aqueous humour of all patients. AP A concentration had no statistically differences between
glaucoma and no glaucoma group. AP,A had higher concentrations than AP_A and a statistically difference was
detected between the two groups (296.5 nM in the glaucoma group vs 27.5 nM in the control group).

Conclusion: For the first time both, AP,A and AP_A have been detected in human agueous humour. Interestingly,
AP,A concentration in glaucoma patients is higher than in the control group. According to results in animal models,
AP,A may be part of a homeostatic control of intraocular pressure, although the physiopathological role in humans

still has to be elucidated.

Introduccion

Los polifosfatos de diadenosina (ApnA) constituyen
una familia de dinucledtidos formados por dos
grupos adenosina conectados por las posiciones 5°
mediante una cadena polifosfato de n grupos (n =
2-7) (Figura 1). Forman parte de una gran familia en
la que se encuentran los mononucleétidos de ade-
nosina, mas conocidos que los dinucledtidos, que
funcionan como componentes estructurales basicos
del ADN y el ARN y como coenzimas portadoras
de energia (ATP o AMP o ADP). Los polifosfatos
de diadenosina son almacenados en vesiculas
neurosecretoras y liberados por neuronas, células
cromafines! y plaquetas?. Su degradacién enzima-
tica da lugar a los mononucleétidos de adenina,
con una vida extracelular mas corta que los ApnA.
Funcionan como moléculas sefal tanto intracelula-
res como extracelulares. En el medio extracelular
actGlan como neurotransmisores/neuromoduladores;
intracelularmente estadn implicados en respuestas
al estrés metabdlico, procesos de proliferacion, di-
ferenciacién celular y apoptosis. Interaccionan con
receptores purinérgicos (P2X, P2Y) y otros especi-
ficos de dinucledtidos. Los receptores P2Y son de
tipo metabotropico, estan formados por 7 proteinas
transmembrana acopladas a la fosfolipasa C a través
de la proteina G y estan implicados en la liberacion
de calcio intracelular. Los P2X son inotropicos y
permiten la entrada de iones, basicamente sodio y
calcio, al interior de la célula.

En el ser humano se han identificado en plasma?3,
tejido cardiaco* y lagrimas®. Se ha estudiado su
funcién con la regulacion del tono vascular y la arte-
riosclerosis® ; en el ojo, participan en la regulacion de
la produccion lagrimal y estimulan la reepitelizacién
corneal’. En relacién con la presion intraocular se

NH, NH,
N
N= =N
h 0 74
I:I:> NRe®
N A N
Nucleésido on® Nucledtido de
de Adenosina Adenina
OH OH OH OH
APnA
(n=2-7)

ha detectado ApnA en humor acuoso en animales y
se han observado modificaciones de la PIO con su
aplicacion topica, siendo especialmente interesante
la reduccién de la PIO producida por AP,AS. En
células trabeculares humanas se han documentado
receptores P2Y°.

No existe informacién sobre la presencia de los
polifosfatos de diadenosina en el humor acuoso hu-
mano ni de su papel en la regulacién de la presién
intraocular.

Pacientes y métodos

Estudio piloto disefiado como un estudio prospectivo
de casos y controles. Se incluyeron 20 pacientes: 10
pacientes con glaucoma primario de angulo abierto
(GPAA) y 10 pacientes controles. El estudio fue
aprobado por el comité ético del Hospital Sagrat Cor.
Todos los pacientes eran subsidiarios de cirugia de
cataratas por AV < 0,5 con correccion Optica y con
catarata clinicamente significativa.

Figura 1.
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Figura 2.

Criterio de inclusion en el grupo
de pacientes

GPAA: PIO basal mayor de 22 mmHg medida con
tonémetro de aplanacién Goldmann, angulo abierto
(gonioscopia con lente de contacto Goldman 3 es-
pejos), aspecto papilar caracteristico de glaucoma
(excavacion papilar > 0,7, asimetria de la excavacion
mayor a 0,2 o incumplimiento de la regla ISNT) con
alteraciones en el campo visual (Humphrey field
analyzer, estrategia SITA, programa 24-2) compa-
tibles con glaucoma, en los casos en que pudiera
realizarse.

Glaucoma seudoexfoliativo: es un tipo de glaucoma
de angulo abierto que cumple los mismos criterios
que el GPAA asociando seudoexfoliacion visible en
la capsula anterior del cristalino, alteraciones en la
transiluminacion del iris y pigmentacion irregular del
angulo camerular.

Se excluyeron otros tipos de glaucomas tanto se-
cundarios como primarios de angulo cerrado, asi
como pacientes a los que se habia realizado laser o
cirugia previa.
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Los pacientes del grupo control presentaban una catara-
ta clinicamente significativa, PIO < 21 mmHg sin me-
dicacién tdpica y papila de aspecto no glaucomatoso.

Para comparar la concentracion de Ap,A 'y Ap,A en
los diferentes grupos se realizd con un test de la t de
Student para datos independientes.

Meétodo de extraccion de la muestra

La muestra de humor acuoso se extrajo en la primera
maniobra quirdrgica. A través de una paracentesis en
cornea clara se extrajeron de 0,1 a 0,2 ml de humor
acuoso con una canula de 27G en una jeringa de
insulina. La cirugia prosiguié normalmente con la
inyeccién intracamerular de viscoelastico y la realiza-
cion de la incision. Se evito el contacto de la canula
con los vasos limbicos y con el iris para no alterar la
muestra. El humor acuso se deposité inmediatamente
dentro de un tubo de Eppendorfy se congel6 a—-80 °C
en un recipiente opaco con nieve carbodnica. Se
mantuvo a —80 °C hasta el analisis con cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) (Figura 2).

Resultados

La media de edad de los pacientes controles era de
75,7 anos y de 72,9 afos en afectados de glaucoma.
Eran mujeres un 60% del grupo control y un 70% del
grupo con glaucoma. En el grupo control habia un
paciente con glaucoma seudoexfoliativo mientras que
los nueve restantes presentaban glaucoma primario
de angulo abierto. Cuatro pacientes, dos en el grupo
con glaucoma (2/10) y dos en el grupo control pre-
sentaban diabetes mellitus (DM) y 14 pacientes, siete
en cada grupo, presentaban HTA. Las caracteristicas
clinicas de los pacientes se detallan en la Tabla 1.

La media de Ap,A fue de 19,4 nM en el grupo control
y de 297 nM en el grupo con glaucoma, siendo la
diferencia estadisticamente significativa con una p
< 0,001. La concentracién de Ap,A fue menor en
los dos grupos, con una media de 20,9 en el grupo
control y de 39,1 en el grupo con glaucoma, sin que
se pudieran observar diferencias estadisticamente
significativas (Figura 3).

No se observo relacion entre las concentraciones de
Ap,A'y Ap.A con la edad (Figura 4).

No se pudieron detectar diferencias entre las concen-
traciones de Ap,A y Ap,A en relacion con la DM o
con la HTA, aunque debe tenerse en cuenta que soélo
4 pacientes presentaban DM (Figura 5).
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Discusion

Los ApnA se han detectado en plasma® y tejido car-
diaco!® humanos. Su participacion en la regulacion
del flujo vascular es compleja: activan las plaquetas
y pueden actuar tanto como vasodilatadores como
vasoconstrictores seglin tipo de ApnA, el tono basal
previo y tipo de receptor estimulado!®. Si bien se
ha documentado el efecto vasodilatador de Ap,A,
Ap,A Ap,A'y Ap.A por estimulo de receptores P2Y,
también se ha observado que durante la isquemia
se reduce este efecto. Incluso el estimulo del los
receptores P2X por Ap,A y Ap,A desencadena vaso-
contriccién en situaciones de isquemia en modelos
animales!! y en el masculo liso de la arteria radial en
los trasplantes coronarios humanos!'?. Habitualmente
a mayor numero de fosfatos mayor capacidad de
vasoconstriccion. Dentro de los ApnA el Ap,Ay Ap,A
estimulan la proliferacion de células del musculo liso
de la pared vascular, por lo que estan implicados en
la fisiopatologia de la arteriosclerosis!s.

En el ojo humano se ha descrito la presencia de
Ap.A, Ap,A'y Ap.A en las lagrimas. El Ap,A no sélo
presenta una mayor concentracién sino que puede
incrementar hasta en un 60% la secrecién lagrimal
seguramente mediante la estimulacion del P2Y,!8. Se
ha observado que la activacion del receptor P2Y por
el Ap,A estimula la migracion de las células epiteliales
de la cornea y, por lo tanto, estimula el proceso de
reepitelizacién corneal’.

La relacion con el glaucoma ha sido establecida, de
momento, sélo en estudios animales. Se han detec-
tado estos compuestos en humor acuoso de conejos
y se ha observado que la aplicacion topica de Ap,A,
Ap,A'y Ap,A aumenta la presion intraocular mien-
tras que Ap,A la reduce®!4. EI ATP también ha sido
estudiado como nucledsido que modula la PIO; pero
el resultado, supuestamente debido a la degradacion
por ectonucleasas hacia ADP'5, es bifasico: produce
un descenso inicial de corta duracién seguido de un
aumento de la PO,

El mecanismo fisiopatolégico por el que estos dinu-
cledsidos modulan la PIO es poco conocido y segu-
ramente implica a méas de una via. En estudios con
ojos de bovino perfundidos se ha observado que el
Ap,A actlia sobre los receptores purinérgicos P2Y1
presentes en la malla trabecular!’, si bien también
se ha detectado activacién de los receptores P2X2
presentes en las terminales colinérgicas del musculo
ciliar'®, En células bovinas de la malla trabecular
se ha observado que tanto el Ap,A como el Ap,A
producen un aumento de calcio intracelular y una
disminucion del volumen celular En estudios con ojos
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bovinos en perfusién de flujo ex vivo se ha detectado
que Ap,A'y Ap,A aumentan el flujo de humor acuo-
so, supuestamente por la via de la activacion de los
receptores P2Y1, mientras que ni el Ap,A ni el ATP
producen cambios. En células de la malla trabecular
humana se han detectado receptores P2Y (P2Y,,
P2Y,, P2Y )*.

En nuestro estudio se ha detectado por primera vez
Ap,A'y Ap,A en humor acuoso humano. Ademas, se
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Figura 5.
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ha podido observar que la concentracion de Ap,A en
el grupo con glaucoma es mayor que en el grupo con-
trol, sin que pudieran observarse diferencias entre la
concentracion de estos dos dinucledtidos en relacién
a otras variables como la HTA o la DM.

Los resultados en estudios animales sugieren que
el Ap,A podria estar implicado en el mecanismo
homoestatico de respuesta a la hipertension ocular
aumentado el flujo de salida del mismo y facilitando,
por lo tanto, el descenso de la PIO. El hecho de que
existan receptores especificos en la malla trabecular
humana y que existan estos compuesto en el humor
acuoso abre la puerta a una posible relacion con el
control de la PIO, si bien todavia desconocemos que
papel puede tener el Ap,A en los humanos, asi como
si podria servir como biomarcador para el glaucoma.
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