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INTRODUCCION

Si algo ha condicionado y condiciona la vida en la Tierra es sin duda
la luz (y la oscuridad). Se considera que desde que la tierra es tierra, el sol ha
salido unas 10" veces. Por tanto no resulta descabellado pensar que los seres
vivos que mejor saquen partido a la luz contaran con ventajas para sobrevivir
en el planeta. Aquel que ve imagenes en lugar de distinguir luces y sombras
cuenta, sin duda, con mayores probabilidades para lograr el premio de la su-
pervivencia.

La visién, o mejor dicho, los ojos son uno de los elementos que mas
han contribuido a la seleccion natural de la mayoria de las especies.

El ojo es una estructura en general tan compleja que solamente es
capaz de funcionar correctamente si estd completo, es decir si posee todas las
estructuras necesarias para permitir que la luz pueda enfocarse en la parte fo-
tosensible del mismo, la parte con la que vemos, es decir en la retina.

La complejidad del ojo en la mayoria de los organismos llevo, a prin-
cipios del siglo XIX al clérigo anglicano William Paley a buscar en el simil del
reloj una explicacion para la formacion del ojo humano. El decia, en su obra
“Teologia Natural”, que cuando uno observa la maquinaria compleja de un
reloj comprende que es necesario pensar en que una mente creadora esta
detras de su diseno. Siguiendo el mismo razonamiento, la complejidad del ojo
humano no podia ser sino una indicacion clara de la existencia de un disefiador
gue podria ser Dios. Esta afirmacion es el germen del creacionismo moderno
denominado disefio inteligente.

Frente al razonamiento de William Paley, Charles Darwin por otro lado
defendié una postura en la que el ojo habia evolucionado de estructuras mas
sencillas a formas mas sofisticadas incrementando su complejidad gradualmen-
te a lo largo de millones de afios (Darwin, 1882). Sin embargo, la idea de
Darwin solo es posible si cada etapa de esa evolucion constituye una mejora
del paso anterior. En la actualidad conocemos lo suficiente en el mundo animal
para saber que ésto es asi.
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Algunos organismos primitivos tienen solamente una pequefa man-
cha sensible a la luz. Este es el caso del alga unicelular Euglena, que con su
mancha ocular o estigma, puede detectar diferencias entre luz y oscuridad,
esencial para su supervivencia (Barsanti et al., 1997). Sin embargo, si esas man-
chas detectoras de luz se agrupan y se disponen sobre una superficie que gra-
dualmente se va invaginando llegara un momento donde no todas ellas puedan
recibir la luz directamente y por consiguiente ese “ojo primitivo” pueda clara-
mente detectar la direccion de la misma (Arendt, 2003). Si las células que for-
man esa estructura fabrican ademas una sustancia gelatinosa es muy probable
gue ésta pueda actuar como una lente y permita focalizar la luz de una manera
mas clara y brillante en el fondo de la estructura, siendo ya esta disposicion
bastante parecida a la de un ojo tal y como lo concebimos en la actualidad.

De hecho, las transformaciones de las que he hablado con anterioridad
han sido halladas en la naturaleza en diversos organismos. La Euglena tiene es-
tigmas como ya les he comentado. Los platelmintos poseen una estructura in-
vaginada con numerosas manchas sensibles a la luz, que les permiten detectar
la sombra de los depredadores que les acechan. La vision borrosa de un caracol
es suficiente para ayudarle a detectar donde se encuentra el alimento y el ojo
del pulpo presenta un cristalino que le permite tener una vision casi tan buena
como la nuestra (Arendt et al., 2009).

Sin embargo aunque estemos en el escalén mas alto de la evolucion
no debemos pensar por ello que nuestro 0jo es la estructura mas sofisticada que
existe en la naturaleza. Sirvan como curiosidad algunos crustaceos de la familia
de los estomatdpodos. Estos organismos denominados “gamba mantis” por su
semejanza en algunos aspectos con las Mantis religiosas, poseen unos 0jos
absolutamente Unicos, pues presentan ademas de ojos compuestos, doce tipos
diferentes de fotoreceptores, en contraposicién con los tres que tenemos nos-
otros, que les permiten detectar la luz tanto en el rango del visible como ver en
el ultravioleta y en el infrarrojo (Hanne et al., 2014). Sus ojos, de manera inde-
pendiente, pueden ver en tres dimensiones, a diferencia de nosotros que nece-
sitamos tener ambos ojos para poder hacerlo. Por ultimo, estas mantis del mar,
son capaces de detectar la luz polarizada (Kleinlogel and White, 2008). En re-
sumen, estamos frente al organismo que presenta el ojo mas sofisticado que
conocemos (figura 1). Y porgue vive en las costas orientales de Asia y Australia,
pues sino probablemente lo usariamos con fines culinarios en mi tierra, Galicia...

Volviendo a este organismo, estos animales son expertos en la vision
en color. En teorfa, por lo tanto, deberian ser mucho mejores para distinguir
los colores que los humanos, pero se ha descubierto que no lo son, por tener
una forma de codificar la informacién del color que es completamente
diferente a todos los demas animales conocidos.
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Figura 1. Fotografia de una gamba mantis donde se pueden observar sus
fascinantes 0jos.

Los seres humanos tenemos una vision basada en tres conos o células
sensibles a los colores primarios: rojo, verde y azul (el sistema RGB, por las siglas
en inglés). Por este motivo, el cerebro determina los colores de los objetos com-
parando la excitacion relativa que recibe cada una de estas tres entradas de
color en el ojo.

Una manzana roja, por ejemplo, excita mucho el receptor rojo (R) y
menos el verde (G) y el azul (B). El resultado es que los ojos mandan un mensaje
gue el cerebro codifica como ‘objeto rojo’.

Aungue no todos tenemos la capacidad de ver los colores correcta-
mente. Una enfermedad relativamente frecuente relacionada con la vision del
color es el daltonismo. El daltonismo es conocido también con el nombre de
ceguera al color ya que las personas que lo poseen desarrollan dificultades para
distinguir ciertos colores. Este trastorno, que es un defecto genético, recibe su
nombre del fisico y matematico John Dalton, por ser el primero en describirlo
en 1798 (Hunt et al., 1995). La manera en la que esta enfermedad puede
afectar a un paciente es muy variable y oscila desde la falta de capacidad para
diferenciar cualquier color, en este caso se denomina acromatopsia, a un ligero
grado de dificultad para distinguir algunos matices, normalmente entre el rojo
y el verde. A pesar de que la sociedad en general considera que el daltonismo
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pasa inadvertido en la vida diaria, supone un problema para los afectados en
algunos ambitos laborales.

El daltonismo es un defecto genético hereditario que se transmite ge-
neralmente por un alelo recesivo ligado al cromosoma X. Si un varén tiene un
cromosoma X con esta deficiencia sera daltonico, sin embargo en el caso de
las mujeres, que poseen dos cromosomas X, sélo seran daltdnicas si sus dos
cromosomas X tienen la deficiencia. Este es el motivo principal por el cual existe
mas varones daltonicos que mujeres (Neitz and Neitz, 2011).

Los daltonicos no distinguen bien los colores debido al fallo de los
genes encargados de producir los pigmentos de los conos, que son los fotore-
ceptores encargados de captar las imagenes en condiciones de iluminacion.
Asi, dependiendo del pigmento defectuoso, la persona confundira unos colores
u otros. Por ejemplo si el pigmento defectuoso es el del rojo, el individuo no

distinguird el rojo ni sus combinaciones.

El daltonismo, por consiguiente,
puede parecer un gran problema para el
desarrollo de la vida normal, por lo
menos en algunos individuos. Sin embar-
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rreno que aparentemente no eran percibidos por un ojo normal pues estaban
camuflados. Lo que para una persona normal pasaba desapercibido se
convertia en el caso de un daltéonico en un objeto perfectamente discernible
en el entorno. Esta habilidad fue rapidamente empleada por la RAF, no sola-
mente en sus misiones aéreas sino también en el estudio y el analisis de las fo-
tografias realizadas desde sus aviones. Dada esta habilidad por parte de los dal-
tonicos, la RAF decidid eliminar este “defecto” de los boletines de alistamiento
y crear una division de “color blind observers”, es decir, observadores daltoni-
cos. En gran manera los militares dalténicos de la RAF contribuyeron al éxito
en numerosas incursiones por parte de los bombarderos de los aliados durante
la segunda guerra mundial.

Independientemente de los aspectos curiosos de la vision del color, el
0jo humano siempre es motivo de interés al ser uno de los sentidos que mas
empleamos para la vida diaria, y como tal es susceptible de sufrir alteraciones
algunas de las cuales son frecuentes y poco importantes pero otras son de gra-
vedad por las consecuencias que pueden acarrear.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud en el mundo hay aproxi-
madamente 285 millones de personas con discapacidad visual de las cuales 39
millones son ciegas y 246 millones presentan baja vision (http://www.who.int/pu-
blications/en/). En términos mundiales los errores de refraccién no corregidos
constituyen la causa mas importante de discapacidad visual pero en los paises
de ingresos medios y bajos las cataratas sigue siendo la principal causa de ce-
guera. La OMS considera que el 80% del total mundial de casos de discapacidad
visual se pueden evitar o curar de alguna manera.

Estadisticamente hablando, la distribucién mundial de las principales
causas de discapacidad visual se corresponden en el 43% con el caso de errores
de refraccion, es decir miopia, hipermetropia o astigmatismo, no corregidos por
medio de gafas, lentes de contacto o cirugia refractiva, seguidos por las cata-
ratas no operadas, con un 33%, y continuando con el glaucoma con un 2%.

En términos globales, como ya hemos dicho anteriormente, el 80% de
los casos de discapacidad visual son previsibles o curables. Esto es debido en
parte a las mejoras alcanzadas por los gobiernos de los paises implantando pro-
gramas de prevenciéon o incorporando la oftalmologia a la atencién primaria.

En nuestro pais las patologias oculares mas prevalentes son las cata-
ratas, el glaucoma, la degeneracién macular asociada la edad, el desprendi-
miento de retina y el ojo seco. No son evidentemente las Unicas, puesto que
existen otras de naturaleza infecciosa como la blefaritis o la uveitis, sin
embargo, éstas que se mencionan son las mas habituales en la consulta oftal-
moldgica.
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Los abordajes para solucionar estas patologias pueden ser muy diversos
y normalmente se realizan a través de tratamientos farmacolégicos y en algunos
casos exclusivamente a través de cirugias oculares. No existen oficialmente tra-
tamientos farmacolégicos para las cataratas o el desprendimiento de retina pero
si para el glaucoma, el ojo seco y la degeneracion macular asociada a la edad.

Centrandome en presente discurso de ingreso, éste se centrara en
temas relevantes, candentes y problematicos a la hora de abordar los trata-
mientos farmacolégicos de algunas patologias oculares. Lo que este discurso
pretende es fundamentalmente, proponer nuevas ideas, conceptos y estrate-
gias que no aparecen en los libros de farmacologia ocular mas clasicos,
siempre desde la perspectiva del trabajo realizado por mi y por mi grupo de
investigacion.

De este modo, se presentan a continuacion nuevas perspectivas y abor-
dajes en las patologias de la superficie ocular como el ojo seco, de las infecciones
oculares, y el tratamiento de las abrasiones corneales superficiales. En un segun-
do lugar, de la problematica de un correcto control del humor acuso y como ello
puede desencadenar un glaucoma. En este caso el planteamiento se realizara
presentando aproximaciones farmacolégicas no convencionales para la bajada
de la presion intraocular asociada al glaucoma. Se procedera a continuacion a
describir nuevas estrategias para el tratamiento farmacolégico de las caratas,
para terminar con los estudios llevados a cabo con lentes de contacto para fa-
vorecer la administracion de farmacos oculares.

La Superficie Ocular

Se define como superficie ocular aquella parte de nuestro ojo que por
ser la mas superficial es a la vez la mas visible y la que puede sufrir mas las agre-
siones del ambiente en el que nos hallemos. La primera estructura biolégica con
la que nos encontramos en la superficie ocular es la lagrima. La pelicula lagrimal
forma una barrera natural acuosa que separa el ojo del medio ambiente circun-
dante. La estructura de la lagrima puede ser dividida en tres partes, una capa li-
pidica, la méas superficial, una acuosa y una capa mucosa, la mas interna y en
contacto con el epitelio de la cornea y conjuntiva. El mantenimiento de la su-
perficie ocular se basa en un adecuado equilibrio entre estas tres capas.

Las principales tareas fisioldgicas de la pelicula lagrimal son mantener la
superficie ocular humedecida y bien lubricada, aportar elementos nutricionales a
la cérnea, y eliminar materias extrafas y restos celulares generados en la superficie
ocular. Todos estas funciones se consiguen mediante la produccién de la lagrima,
su flujo y el parpadeo. Por ultimo podriamos afiadir que también actia como la
primera barrera de defensa contra las infecciones de la superficie ocular.
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Es indudable que si no se da una buena calidad de lagrima podemos
tener serios problemas dentro de los cuales el principal es la patologia multi-
factorial denominada ojo seco.

El sindrome de ojo seco

El ojo seco es una dolencia que se inicia con sintomas desagradables
de sequedad en los 0jos y una sensacion incomodidad que afecta a la actividad
del que la padece, especialmente a medida que la enfermedad progresa. El nu-
mero de pacientes con ojo seco estd aumentando anualmente en consonancia
con el envejecimiento de la sociedad y el aumento del empleo de video termi-
nales como los ordenadores, televisores o tabletas. La prevalencia de ojo seco
en 2009 en Espana era del 11,0% entre los adultos, siendo ligeramente mas
frecuente en las mujeres (11,9%) que en los hombres (9,0%), asocidndose, en
ambos casos claramente con el aumento de edad de la poblaciéon (figura 3)
(Viso et al., 2009).

Aungue la etiopatogenia exacta del 0jo seco no se conozca, se cree
que la disminucion en el volumen de lagrima sobre la cérnea y la conjuntiva
bien por una carencia de la misma o por una acelerada evaporacion, juegan un
papel principal en esta patologia. Las caracteristicas clinicas del ojo seco
incluyen malestar ocular, sensacion de sequedad, sensacion de la fatiga ocular,
hiperemia, trastornos epiteliales queratoconjuntivales. Si estos sintomas y ob-
servaciones progresan, eventualmente pueden darse casos de anomalias en la

H Mujeres Varones

12

(25) BIOUBERABIY

Figura 3. Distribucion del ojo seco en la poblacion espafola
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vision. Por lo tanto, es muy importante abordar el tratamiento del ojo seco en
una etapa temprana.

La humedad de la superficie ocular y otras mucosas, se mantiene por
la secrecién continua de liquido producido por glandulas exocrinas (Moss et al.,
2008; Barker et al., 2005; Leiblum et al., 2009). En el ojo, el flujo lagrimal basal
se ajusta a las variaciones en las condiciones ambientales y a la frecuencia de
parpadeo (Dartt, 2009). El flujo lagrimal que ocurre en ausencia de irritacion
emocional o estimulos exégenos (lo que se denomina secrecion lagrimal ‘basal’)
aumenta notablemente tras sufrir irritaciones oculares (Acosta et al., 2004), ya
que la superficie ocular es sensible a estimulos irritantes detectados por mecano
nociceptores y nociceptores polimodales que son terminaciones del nervio tri-
gémino sensibles a fuerzas mecénicas perjudiciales, al calor nocivo y a productos
quimicos irritantes, que evocan el dolor e irritacién induciendo la lagrimacién
(Belmonte et al., 2004). Sin embargo, las estructuras neurales responsables de
la deteccion de la sequedad de la superficie ocular en condiciones normales no
han sido totalmente definidas.

El sindrome de ojo seco es una enfermedad caracterizada por la se-
guedad persistente de la conjuntiva que puede, en algunos casos, asociarse a
déficits vitaminicos, como a la carencia de vitamina A, o a sindromes como el
de Sjogren, artritis reumatoide y otras enfermedades reumatolégicas, quema-
duras térmicas o quimicas, o a farmacos como el atenolol, clorfeniramina, hi-
droclorotiazida, isotretinoina, ketorolaco, ketotifeno, levocabastina, levofloxa-
cina, oxibutinina o tolterodina.

Independientemente de la etiologia del ojo seco, resulta necesario
buscar agentes que permitan restablecer las condiciones de hidratacién que
eviten el malestar en los pacientes de ojo seco. En este sentido, la mayoria de
las aproximaciones son por medio de agentes humectantes, por lo que la de-
manda de farmacos que ayuden a resolver este serio problema es absolutamen-
te necesario.

Identificacion de los nucleétidos en las lagrimas y sus cambios
en la patologia del ojo seco

La pelicula lagrimal que cubre la superficie ocular presenta dos capas
distintas: una capa lipidica externa producida por las glandulas de Meibomio y
una capa interior que contiene una mezcla de mucinas, glicoproteinas, y dife-
rentes componentes acuosos tales como electrolitos y glucosa, junto con otros
proteinas (lisozima y lactoferrina, entre otras). La fase acuosa se produce prin-
cipalmente en la glandula lagrimal principal y accesorias, sin embargo la con-
juntiva también puede contribuir a la secrecion del fluido que forma la pelicula
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lagrimal. El componente de mucina lo proporcionan las células caliciformes
conjuntivales, asi como las de la cérnea y células epiteliales de la conjuntiva
(Murube, 2012).

En las lagrimas humanas y en las de animales de experimentacion
como el conejo de Nueva Zelanda se ha detectado la presencia de mono y di-
nucleétidos por medio de la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
o HPLC (Pintor et al., 2002a, 2002b). En particular son relevantes los diadeno-
sina polifosfatos, diadenosina tetrafosfato (Ap4A), y diadenosina pentafosfato
(Ap5A), ya que se han encontrado en concentraciones micromolares en las la-
grimas de conejo. Las lagrimas humanas contienen también estos dinucledtidos
junto con el diadenosina trifosfato (Ap3A) y el Ap4A, siendo este Ultimo el mas
abundante de todos ellos. Curiosamente, las concentraciones de diadenosina
polifosfatos en conejos son un orden de magnitud mayores que las encontradas
en los seres humanos. A pesar de esta diferencia, la relacion Ap4A / Ap5A en
conejos y seres humanos es un valor estable, siendo de 2.97 y 2.91, respecti-
vamente. (Pintor et al., 2002a, 2002b).

Los nucledétidos en las lagrimas pueden ser liberados al medio externo
por la ruptura celular o exocitosis neuronal, aunque también ha sido posible
verificar la liberacion de los nucledtidos como una consecuencia de la tension
de cizallamiento mecanico en el epitelio de la cérnea (Srinivas et al., 2002).
En los seres humanos, hay evidencia que apunta a un proceso de liberacion
mecanica de los nucleétidos, en particular Ap4A y Ap5A, como una conse-
cuencia del efecto de los parpados sobre la superficie de la cornea. Individuos
sanos invitados a parpadear a diferentes frecuencias, demostraron que sus Ia-
grimas contenian mas nucleétidos si parpadeaban con mayor frecuencia (Peral
et al., 2006).

Un aumento en la frecuencia de parpadeo es un signo tipico del sin-
drome de 0jo seco y dicha respuesta se produce para compensar la inestabilidad
lagrimal (Tsubota et al., 1996). Por lo tanto, no resulta extrafo que las concen-
traciones de estas moléculas sean elevadas en los casos de ojo seco. Los
pacientes con 0jo seco sintomaticos, pero produccién normal de lagrima, pre-
sentan en sus lagrimas niveles 5 veces superiores a los de los individuos normales
en lo que se refiere a la concentracién de Ap4A 'y 1,5 veces superiores en la de
Ap5A. Este hecho se vuelve mas llamativo en pacientes de ojo seco con un vo-
lumen de secrecion lagrimal baja. En este caso los niveles de Ap4A y Ap5A au-
mentan 100 y 345 veces para Ap4A y Ap5A, respectivamente (Peral et al.,
2006). Un matiz interesante ha sido encontrar diferencias entre las muestras de
lagrimas provenientes de pacientes femeninos y masculinos. Las muestras de
mujeres sintomaticas aparentemente tenian niveles mas altos de dinucleétidos
que las de los hombres. Esta divergencia da lugar a la posibilidad de que sea un
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factor hormonal el que pueda ser responsable de dicha diferencia, aspecto éste
gue requerira de mas investigacion.

En los pacientes con el Sindrome de Sjogren, la concentracion Ap4A
aumenta 42 veces y la de Ap5A, 595 cuando se comparan con individuos nor-
males (Carracedo et al., 2010). La asociacion entre el aumento de diadenosina
polifosfatos en las lagrimas y la patologia de ojo seco, ha permitido proponer
al Ap4A biomarcador molecular para esta enfermedad (Pintor, 2007).

Efectos de los dinucleétidos sobre la secreciéon lagrimal

El fisiologia de la superficie ocular tanto en animales como en los hu-
manos puede ser modificada por los nucleétidos y dinucledtidos presentes en
la lagrima. Uno de los procesos fisioldgicos regulados por nucleétidos extrace-
lulares en la superficie ocular es la produccion de lagrima. La instilacion topica
de los mononucleétidos, UTP y ATP, aumenta la secrecion lagrimal en conejos
alrededor 4 veces segun lo determinado por las pruebas del test de Schirmer
(Murakami et al., 2000), mientras que los compuestos UDP y ADP no modifican
la secrecion lagrimal (Pintor et al., 2002b). Sobre la base de esta respuesta a
los nucledtidos, el efecto parece estar mediado por los receptores P2Y2. Esta
conclusién esta reforzada por la estimulaciéon de la secrecion de cloruro y
liquido neto en la direccion serosa a mucosa inducida por el receptor P2Y2 tras
su activacion en el epitelio conjuntival (Li et al., 2001b).

Los dinucledtidos también pueden estimular la secrecion de lagrima. El
diadenosin tetrafosfato, Ap4A, es capaz de aumentar notablemente la produc-
cion de lagrima, entorno a un 60% sobre el valor de secrecion basal de la misma
(medida en conejos de la raza Nueva Zelanda). El Ap5A 'y el Ap6A también son
capaces de aumentar significativamente la produccién de lagrima, entorno a un
20% (Pintor et al., 2002b). Asimismo, la aplicacion del compuesto diuridina te-
trafosfato (Up4U, también denominado con los nombres INS365, diquafosol,
Prolacria o Diquas), un agonista selectivo P2Y2, induce un aumento transitorio
de 1,5 veces la produccién lagrimal en un modelo de rata (Fujihara et al., 2001).

La aplicacion de los nucledtidos no sélo altera el volumen de lagrima
(agua y electrolitos) sino que también afecta su composicion modificando su
contenido en proteinas. Ademas, la expresion y liberacion de proteinas especi-
ficas tales como las mucinas también pueden ser modificadas por los nucle6-
tidos. EI UTP y el ATP estimulan la liberacion de mucinas de la conjuntiva de
conejos y en humanos a través de la activacion de receptores P2Y2 (Jumblatt
y Jumblatt, 1998). Del mismo modo, los mononucledtidos ATP UTP y el dinu-
cledtido Up4U aumentan la secrecion de mucinas al estimular las células cali-
ciformes conjuntivales (Fujihara et al, 2001.; Murakami et al., 2003).
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En vista del efecto simultaneo de los nucleétidos a través de los re-
ceptores P2Y2 sobre la secreciéon de fluido / mucina, se han probado agonistas
del receptor P2Y2 en diferentes modelos animales de ojo seco para devolver la
humedad y la rehidratacién a la superficie ocular. De hecho, la diuridina tetra-
fosfato Up4U (INS365, Diquafosol, Prolacria o Diquas) de la que se habla an-
teriormente, se ha estado empleando como nuevo tratamiento para el ojo seco
(Nichols et al., 2004). De hecho, desde 2012 la comercializa en Japén la
empresa Santen Pharmaceuticals después de la finalizacién de los correspon-
dientes ensayos clinicos.

Curiosamente, como se menciond anteriormente, los pacientes con
0j0 seco presentaron mayores concentraciones de Ap4A y Ap5A que |os sujetos
normales (Peral et al, 2006;. Carracedo et al., 2010). Este aumento de los
niveles pueden representar un proceso compensatorio por parte de los epitelios
de la superficie ocular para preservar un fenotipo de superficie humectada me-
diante el aumento de la lagrima y las concentraciones adecuadas de mucinas.
Sin embargo, claramente este incremento es incapaz de favorecer la secrecion
de mas lagrima. Solamente el tratamiento con el compuesto Diquas, es capaz
de inducir mas secrecion lagrimal. Tal vez esto sea debido a que se aplica en
concentraciones entorno a 3 mM.

Efecto protector de los nucleétidos frente a las infecciones

Otro efecto muy notable que se ha observado con los nucleétidos y
dinucledtidos es que no sélo pueden modificar los niveles de mucinas sino que
también pueden modificar los niveles de otras proteinas relevantes de la lagri-
ma. En particular, se ha podido detectar cambios en los niveles de la lisozima,
la proteina mas abundante en las lagrimas tras la aplicacién de estos compues-
tos (Peral et al., 2008). El UTP, Ap4A, y Up4U aumentan las concentraciones
de lisozima en un 67, 93 y 119%, respectivamente, en comparaciéon con los

Figura 4. Efecto de los nucledtidos y dinucledtidos sobre la produccion de lisozima
medido por el método de difusiéon en agar.
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niveles basales de esta proteina (figura 4). Este enzima es especialmente rele-
vante ya que se trata de uno de los primeros mecanismos de defensa contra
las infecciones bacterianas. Este hecho quiere decir que la aplicacion de los
nucleétidos y dinucleodtidos favorecera la secrecion de un agente que de ma-
nera natural va a prevenir las posibles infecciones por parte de microrganismos
de tipo oportunista.

La melatonina y la cicatrizacion corneal

La cornea es uno de los componentes mas importantes de la via
Optica. Es un tejido de multiples capas que se caracteriza por su transparencia,
la avascularidad, la capacidad para refractar la luz y para filtrar radiaciéon ultra-
violeta entrante. Dentro de las cinco capas de las que se compone, a saber: el
epitelio corneal, la membrana de Bowman, el estroma, la membrana de Des-
cemet y el endotelio, es la capa mas exterior, el epitelio, la que se dafa facil-
mente debido a diversos factores. Estos incluyen la entrada de un cuerpo ex-
trafo, cualquier proceso traumatico, un defecto en las lentes de contacto o el
uso de cirugia refractiva para corregir alteraciones de refracciéon. Cuando esto
sucede, comienza un proceso de cicatrizacion de la herida corneal regenerando
el epitelio con el fin de mantener la correcta refracciéon de la luz. La cicatrizacion
de las heridas corneales sucede en tres fases consecutivas que forman parte de
un proceso continuo (Crosson et al., 1986). Los estudios han demostrado que
estas tres etapas son (figura 5):

1° Fase de retardo o latencia (desde 0 horas a 10 horas después de la
herida), en la que las células de los bordes de la herida se desprenden
y las células proximas a la herida destruyen las uniones existentes
entre ellas y con la membrana basal en la que se asientan.

2° Fase de migracion celular (desde las 24 a las 36 horas después de
la herida), en la que las células migran para tapar el area de la
lesion y evitar infecciones oportunistas.

3° Fase de division o proliferacion celular (que dura desde el fin de la
fase de migracion hasta semanas), con la que se restaura el espesor
del epitelio corneal.

La renovacion del epitelio corneal se ha demostrado que presenta una
regulacion circadiana sobre todo en la fase de migracion y en la de mitosis,
mostrandose en el caso de esta Ultima una tasa de division celular de las células
del epitelio corneal alta durante la noche y baja durante el dia (Sasaki et al.,
1995).
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FASE DE LATENCIA

Figura 5. Etapas en el proceso de cicatrizacion corneal.

La activacion de los procesos circadianos durante la noche estan muy
intimamente ligados con la secrecion del hormona melatonina (Lehrner, 1959).
Si los procesos de reparacion corneal suceden con mayor eficacia durante la
noche uno puede pensar que la aplicacién tépica de melatonina durante el dia
podria acelerar dichos procesos (Wahl et al., 2011).

Las acciones de la melatonina en los tejidos es llevada cabo a través
de diversos receptores de membrana. Existen tres tipos de receptores de mela-
tonina mamiferos. Estos se denominan MT1, MT2 y MT3. Los dos primeros ha
sido clonados el tercero todavia no lo ha sido (Alarma-Estrany and Pintor, 2007)
(figura 6). Estos receptores son de la familia de los receptores con siete
dominios tras membrana acoplados a proteinas G. No obstante, no es extrafio
encontrarse todavia con la nomenclatura de los receptores para melatonina que
se empleaba en organismos que no son mamiferos en articulos donde el
modelo que se desarrollan es un mamifero. En este caso se denominan ML1,
aquellos con mayor afinidad por la melatonina, en el rango picomolar, y ML2,
los de baja afinidad por la melatonina, en el rango del nanomolar (Dubocovich,
1995). El ML1 incluye varias isoformas como las Mel1a, Mel1b and Mellc. La
forma Mel1a seria el ortélogo del receptor MT1, mientras que el Mel1b lo seria
del MT2. El receptor MT3 se corresponderia con el ML2 (Von Gall et al., 2002).
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| Receptores de melatonina

cAMP?

Figura 6. Esquema simplificado de los receptores de melatonina en mamiferos con
sus cascadas de sefalizacion intracelular.

Volviendo a la nomenclatura actual de los receptores para melatonina,
tanto el receptor MT1 como el MT2 estan acoplados negativamente a la ade-
nilato ciclasa. Por otro lado, no esta claro cual es el mecanismo de segundos
mensajeros empleado por el receptor MT3 (Alarma-Estrany and Pintor, 2007).

La presencia de receptores de la melatonina en la cérnea se ha inves-
tigado en peces, ranas, aves y muy recientemente en conejos. Varios estudios
han descrito la presencia de receptores MT1 (Mel1a) y MT2 (Mel1b) en la
cornea de diversas especies.

En el ojo de Xenopus todos los tipos celulares de la cornea, epitelio,
gueratocitos estromales y células endoteliales, expresan el receptor MT1 (Mel1a)
o Mel1c (Wiechmann y Rada, 2003). Ademas de los receptores de melatonina
MT1 (Mel1a), los receptores MT2 (Mel1b) presentan una banda inmunorreactiva
de aproximadamente 65 kD tal y como demuestran los estudios de inmuno-
transferencia (western-blot). Estudios complementarios también realizados en
modelos animales no mamiferos han demostrado que los subtipos de receptores
MT1 (Mel1a) y Mel1c se expresan en la cérnea del pollo, mientras que no asf el
MT2 (Mel1b). La presencia de receptores MT1 (Mel1a) en en el endotelio corneal
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de pollo apoya la hipétesis de que la melatonina puede modular los ritmos
diarios que tienen que ver con la hidratacion de la cérnea o su espesor (Rada y
Wiechmann, 2006). Esto es importante porque la hidratacion corneal, y en par-
ticular un exceso de hidratacion, esta relacionado con los edemas, que indefec-
tiblemente producen vision borrosa. Por lo tanto, la melatonina presente en el
humor acuoso y sus cambios pueden modular el estado de hidratacion de la
coérnea, reduciendo el contenido agua en la misma (Wahl et al., 2004).

Tomados en conjunto los resultados anteriores, hasta hace poco solo
habia pruebas minimas de la existencia de receptores de melatonina del tipo
MT2. Cuando se estudia la presencia de receptores de melatonina en cérneas
de mamiferos, se ha podido demostrar la existencia de receptores MT1 en las
células endoteliales corneales humanas, en los queratocitos y en las células mas
basales de la cornea (Meyer et al., 2002).

Como se ha comentado, el epitelio de la cérnea es la parte mas super-
ficial del ojo y por lo tanto sufre de accidentes tales como los causados por el
introducciéon de un cuerpo extrano, el uso de lentes de contacto mal adaptadas
e incluso de la cirugia refractiva tan de moda en la actualidad. Incluso sin la ne-
cesidad de pensar en procesos traumaticos como los anteriores, se ha podido
demostrar que la renovacion del epitelio corneal exhibe una regulacién circadia-
na (Doughty, 1990). Esta diferencia dia-noche sugiere que la melatonina podria
estar involucrada en el ritmo circadiano de la migracion y mitosis de las células
de la cérnea. Uno de los candidatos involucrados proceso de cicatrizacion de las
heridas corneales es un receptor MT1 (Buffa et al., 1993; Wiechmann y Rada,
2003). Los estudios de cicatrizacion de las heridas corneales realizadas en cone-
jos, también confirman la participacién de la melatonina y su receptores aunque
no confirma la participacion del receptor del tipo MT1. Parece claro que a con-
centraciones micromolares de melatonina se acelera significativamente la tasa
de curacioén, permitiendo que las heridas cicatricen mas rapidamente que en au-
sencia de esta neurohormona (Pintor et al., 2005). Este efecto se antagoniza por
luzindol, lo que sugiere la presencia de receptores MT1 / MT2 melatonina. En
cultivos primarios de células del epitelio corneal de conejo se ha podido verificar
este punto, ya que la melatonina y luzindol confirmaron los resultados observa-
dos “in vivo” (Crooke et al., 2014) (figura 6). Por otro lado estos estudios han
permitido igualmente demostrar que el efecto de la melatonina es aumentar la
velocidad de migracién de las células en lugar de aumentar su tasa de mitosis.

Por otra parte, la tincién inmunocitoquimica de estas células demues-
tran la presencia de receptores de melatonina MT2 (Pintor et al., 2005; Crooke
et al., 2014). Por lo tanto, ambos receptores MT1 y MT2 estan presentes en el
epitelio de la cérnea, pero todavia no esta claro si ambos contribuyen a acelerar
la velocidad de migracion de células epiteliales o si se combinan de forma se-
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Figura 7. Efecto de la melatonina sobre la cicatrizacién corneal, donde se puede
observar como la herida circular central se reduce mas rapidamente cuando se
aplica la neurohormona.

cuencial: uno para facilitar la migracion celular y otro para activar la mitosis,
completando asi el proceso de cicatrizacion corneal.

Otro detalle interesante ha sido conocer el papel que puede tener la
melatonina sobre la secreciéon lagrimal. La melatonina sola, si se aplica tépica-
mente en los conejos de Nueva Zelanda, inhibe parcialmente la produccion de
lagrima. Por otro lado la aplicacion del dinucledtido Ap4A, aumenta la produc-
cion de lagrima como se ha comentado anteriormente. Sorprendentemente,
cuando la melatonina y el Ap4A se aplican simultaneamente la cantidad de a-
grima mejora un 34%, siendo este fendbmeno controlado a través de un me-
canismo que es sensible al antagonista de los receptores de melatonina luzindol
(Hoyle et al., 2006).
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EL GLAUCOMA

El glaucoma es una neuropatia del nervio éptico que produce la ce-
guera. Este estado patoldgico se produce inicialmente como una consecuencia
de una reduccion en el flujo sanguineo de la retina que poco a poco la dana
partiendo desde la periferia hacia el centro de la retina (Nucci et al., 2007)
(figura 8).

Uno de los principales factores de riesgo en el desarrollo del glaucoma
es la presion intraocular elevada. Sila presion es muy alta o se mantiene elevada
durante un largo periodo de tiempo, aparte de los dafos que se producen en
la arteria ciliar, impidiendo el riego sanguineo en la retina, se produce un dafo
mecanico del nervio éptico que va a afectar a la transmision de la informaciéon
a las zonas de la corteza visual (Brusini y Johnson, 2007).

La mayoria de las estrategias para el tratamiento del glaucoma se basan
en la reduccion de la presion intraocular. Desde el uso de pilocarpina en el siglo

Aporte
sanguineo

Figura 8. Diagrama explicando el proceso glaucomatoso como consecuencia
de la elevaciéon de la presién intraocular.

27



18 para el tratamiento de esta patologia hasta hoy, la mayoria de los enfoques
farmacolégicos se han centrado en cuatro principales grupos de farmacos:

1. El uso de parasimpatomiméticos.

2. El uso de antagonistas de receptores beta adrenérgicos y agonistas
de los receptores alfa adrenérgicos.

3. El empleo de inhibidores de las anhidrasas carbénicas.

4. El uso de analogos de las prostaglandinas.

Un analisis detallado de estas cuatro estrategias principales muestran
la importancia del sistema nervioso auténomo en el control de la dinamica del
humor acuoso, desde la activacion de la via colinérgica como el antagonismo
de los receptores beta adrenérgicos. Ambas estrategias ayudan claramente a
restaurar la produccién normal del humor acuoso permitiendo que la presién
vuelva a valores normales (Coca-Prados & Escribanos, 2007).

En este sentido, las principales tendencias en el tratamiento del glau-
coma han sido la busqueda de agentes mas eficaces para modular la transmisién
simpatica y parasimpatica que controlan la formacién de humor acuoso y su dre-
naje. De hecho, las empresas farmacéuticas han hecho esfuerzos para mejorar
la sintesis de compuestos adrenérgicos y en menor medida a agentes colinér-
gicos con el objeto de reducir la PIO, siempre de una manera mas selectiva y
con menos efectos secundarios.

No obstante, es interesante romper con la idea de mejorar compuestos
ya existentes para tratar de buscar otros nuevos. Esta perspectiva redundara, por
una parte, en que puedan ser usados por pacientes para los que las terapias ac-
tuales no funcionan. Al emplear dianas, receptores o enzimas diferentes a los
empleados en la actualidad las probabilidades de éxito podrian aumentar ya que
el abanico de farmacos disponibles aumentaria. Por otro lado, con nuevas dianas
terapéuticas también serfa posible disminuir potencialmente los efectos secun-
darios que existen en los farmacos actuales para el tratamiento del glaucoma.
Siguiendo estas dos ideas, en las siguientes paginas se presentan nuevos candi-
datos para el tratamiento de la hipertension ocular asociada al glaucoma.

Los nucleétidos y la presion intraocular

Los nucledtidos y dinucledtidos son moléculas co-almacenadas con
transmisores tales como la acetilcolina y noradrenalina en las vesiculas sinapti-
cas, tanto en el sistema nervioso periférico como en el sistema nervioso central
(Zimmermann, 1994). Los nucle6tidos mas representativos en el sistema ner-
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vioso son la adenosina 5’ trifosfato (ATP) y los dinucleétidos diadenosina tetra-
fosfato (Ap4A) y diadenosina pentafosfato (Ap5A). Cualquiera de estos nucle-
o6tidos son liberados desde las terminales nerviosas después de la estimulacion
producida por el potencial de accién junto con los transmisores clasicos.
Cuando actuan sobre sus receptores pueden producir, entre otros efectos, la
entrada del ion calcio con la consiguiente modificacion del estado electrofisio-
l6gico de estas células, a veces modificando el umbral para la liberacion de neu-
rotransmisores y, a veces, induciendo la liberacién de los neurotransmisores (Gi-
raldez et al, 2001;. Pereira et al,. 2000; Pintor et al., 1992).

En general, la accion de nucleétidos esta mediada por los receptores
P2, divididos en P2Y (receptores metabotrépicos de nucleétidos) y P2X (recep-
tores ionotrépicos de nucleétidos). Los receptores metabotropicos pueden ser
divididos en P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y 11, P2Y12, P2Y13 y P2Y 14 de acuer-
do a su secuencia de aminoéacidos y perfil farmacolégico (Abbracchio et al.,
2006). Los ionotrdpicos, receptores P2X, son proteinas multimericas formadas
por tres subunidades (subunidades P2X1-P2X7), aunque muy a menudo se pre-
sentan en conformaciones heteroméricas (Gever et al., 2006).

En el humor acuoso, el fluido transparente que ocupa el cdmara an-
terior, la presencia de nucleétidos se ha sido demostrada por varios autores
(Mitchell et al,. 1998; Pintor et al, 2003b). Ademas, sus niveles pueden cambiar
como consecuencia de algunos estados patoldgicos, tales como glaucoma. En
este sentido, los niveles de ATP, por ejemplo, en el humor acuoso de pacientes
con ataque agudo de glaucoma eran nueve veces mayores que los valores en
el humor acuoso de individuos normales (Zhang et al., 2007). Un comporta-
miento semejante tiene el dinucledtido Ap4A en pacientes con glaucoma. En
los pacientes enfermos la concentracion de este dinucledtido fue 15 veces su-
perior a a los valores de individuos sanos (Castany et al., 2011).

Aunqgue varios laboratorios han demostrado la presencia de nucleoti-
dos en el humor acuoso, se sabe poco acerca de su origen. Aparte del hecho
de ser liberado después de dano celular, su presencia puede provenir de la li-
beracion de neurotransmisores en el cuerpo ciliar y del las terminaciones ner-
viosas del iris. Los trabajos realizados por Mitchell y colaboradores a finales de
los anos 90, describieron la presencia de ATP en el humor acuoso, siendo este
liberado del epitelio ciliar y presentando valores de entre 4 y 8 uM (Mitchell et
al., 1998). Estos valores pueden cambiar ligeramente cuando se analiza todo
el humor acuoso.

En la misma linea a lo descrito para el ATP, los mononucleétidos de
adenina AMP, ADP y ATP se encuentran en todo el humor acuoso y presentan
valores de concentracion de 10,4 uM, 1,9 uM, y 1,0 uM, respectivamente. Los
diadenosina polifosfatos estan también presentes en este fluido presentando
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concentraciones de 0,34 uM 0,08 uM para el Ap4Ay el Ap5A, respectivamente
(Pintor et al., 2003b).

Los nucledtidos y dinucleétidos pueden ademas modificar la presion
intraocular cuando se administran de manera tépica. Es interesante tener en
cuenta que los nucledtidos pueden inducir efectos hipertensivos o hipotensos
sobre la PIO en funcién de su estructura quimica. Los nucleétidos hipertensores
comprenden sustancias tales como 2-MeSATP, ATPoS y el compuesto natural
ATP. Todos ellos que producen un claro aumento en la PIO, que es maximo 2-
3 h después de la instilacion. Este perfil se corresponde con la activacion de un
receptor P2Y, aunque la degradacion de estos nucleétidos por medio de las ec-
tonucleotidasas y la concomitante formacion de la correspondiente adenosina
no se debe dejar de lado como posible explicacion a la hiertension inducida por
estas moleculas (Pintor y Peral, 2001). La presencia de receptores P2Y2 en las
células epiteliales del cuerpo ciliar conejo ha sido descrita por lo que resultaria
posible pensar que este tipo de receptor pueda ser el responsable de la accion
de 2-MeSATP, ATPaS, asi como otros agonistas P2Y2 (Farahbakhsh y Cilluffo,
2002) (figura 9).

Recientemente se ha podido comprobar que efectivamente el receptor
P2Y2 tiene un papel hipertensor. Por ello, el antagonismo con bloqueantes de
este receptor o el uso de un siRNA selectivo frente al mRNA de este receptor ha
demostrado que cuendo se evita su accion la PIO se reduce (Martin-Gil et al.,
2012).

_— P2¥ (Reducen la PIO)

P2Y, (Incrementan la P1O)

__— P2Y,(Reducen la PIO)

» P2X, (Reducen la PIO)

Figura 9. Distribucién de los receptores purinérgicos P2 en el polo anterior del ojo
y su papel en el control de la presion intraocular (PIO).
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Curiosamente, otros analogos de ATP tales como B, y-meATP y o, B-
meATP producen una clara y marcada reduccién de la PIO conejos con un com-
portamiento temporal similar al obtenido para los compuestos hipertensores
(aproximadamente 3 h). El estudio concentracién-respuesta permitié obtener
valores de IC;,de 1,52 mg/ mly 0,55 mg / ml y una reducciéon maxima de la
PIO de 36% y 45% para los compuestos o, B-meATP y B, y-meATP, respectiva-
mente. Parece que el receptor activado por estos dos analogos es un receptor
P2X2 que se encuentra en las terminales colinérgicas que se hallan en la malla
trabecular (figura 9). La activacion de este receptor P2X2 generaria un aumento
de la liberacién de acetilcolina, lo que facilita la relajacion de la malla trabecular
y por ende la evacuaciéon del humor acuoso (Peral et al., 2009).

Los diadenosina polifosfatos muestran un comportamiento similar al
observado para los mononucleétidos. De todos los dinucledtidos probados, el
Ap4A es capaz de producir una clara reduccion de la PIO, mientras que con el
Ap2A, Ap3A o AP5A lo que se obtiene es un efecto hipertensor. El Ap4A es
un agonista potente que produce una disminucion en la presion intraocular
(29,6% de disminucién), a concentraciones 3 érdenes de magnitud menores
que las que producen el Ap2A, Ap3A o Ap5A cuando la aumentan (Pintor et
al., 2003b). En cuanto al receptor que produce la disminucién de la presién in-
traocular, sobre el que actua el Ap4A, se trata del receptor P2Y1 que se en-
cuentra ubicado en la zona de drenaje del humor acuoso, es decir en la malla
trabecular (Soto et al., 2005) (figura 9). Es posible que Ap4A también active el
receptor P2Y2 que eleva la presion, pero en el modelo del animal entero el
efecto que predomina es el de diminucion (Pintor et al., 2003a).

En resumen, aunque muchos nucleétidos pueden producir cambios
en la PIO, teniendo en cuenta que la hipertension ocular requiere de una re-
duccién clara de la PIO, los compuestos sintéticos a, B-meATP y B, y-meATP y
el Ap4A son los mas adecuados para convertirse en farmacos para el tratamien-
to de la hipertension ocular y el glaucoma.

El empleo de siRNAs en el tratamiento de la hipertension ocular

En las Ultimas décadas, el ARN de interferencia (ARNi), se ha convertido
en una herramienta poderosa para la comprension de la funciéon de los genes,
ya que permite “silenciar” la expresiéon de los mismos para comprender su papel
biolégico. El silenciamiento es un proceso génico post-transcripcional especifico,
inicialmente estudiado en Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). Sin embar-
go, pronto resulté obvio que el ARNi no se limitaba a los nematodos y el silen-
ciamiento puede ser inducido en diferentes organismo eucariotas tales como
Drosophila, (Kennerdell y Carthew, 1998), Trypanosoma (ONG et al., 1998), el
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pez cebra (Wargelius et al., 1999), la rana (Oelgeschlager et al, 2007.), Hydra
(Lohmann et al., 1999) y en vertebrados (Wianny y Zernicka-Goetz, 2000). Estos
mismos comportamientos de silenciamiento se habian observado en plantas y
hongos, donde la introduccion de transgenes exdégenos son capaces de silenciar
la expresion de los loci endégenos (Van der Krol et al., 1990).

RNAI estd mediado por pequefios ARN de interferencia (siRNA) que
se generan a partir de una hebra larga de RNA doble (dsRNA) de origen
exégeno o endogeno (Elbashir et al., 2001). Estos dsRNA se escinden por la ac-
cién una ribonucleasa Il (RNNase lll) denominada DICER. Existen proteinas ho-
mologas a Dicer que se han encontrado en Schizosaccharomyces pombe, C.
elegans, Drosophila, plantas y mamiferos, lo que sugiere que este tipo de re-
gulacién es evolutivamente hablando antigua y conservada. El siRNA generado
por DICER es un fragmento corto (21-23 nucleétidos) de ARN duplex con 2 nu-
cleétidos en cada extremo 3’ terminal. Cada cadena contiene un fosfato en po-
sicion 5"y un hidroxilo en la posicion 3'. A continuacion este siRNA se incorpora
a un complejo llamado nucleasa RISC (RNAinduced silencing complex). RISC
excinde el siRNA y coloca la una de las dos hebras, la complementaria, en con-
tacto con el RNAm que va a ser destruido, al que se une por complementariedad
de bases. (Nykanen et al., 2001). La estructura generada es interpretada por la
célula como errénea y es destruida por lo que la desaparecer el ARNm, la pro-
tefna que codificaba no se va a sintetizar (figura 10).

sIRNA

ITTTIITTITIIT

LD
>
>

— ARNm

ARNm
/

/!

-

Proteina

No se sintetiza la proteina

Figura 10. Esquema simplificado del proceso de sintesis de proteinas (a la
izquierda) y el mecanismo de funcionamiento de los siRNA (a la derecha).
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El comportamiento de RNAI puede ser muy variable. Puede tener su
efecto rapidamente haciendo desaparecer las proteinas con cierta rapidez para
pasar a ir diminuyendo su efecto en cuestién de horas, y desaparecer total-
mente dentro de las siguientes 24 horas (Pruss et al., 1997).

La idea de utilizar ARNi para fines terapéuticos ha sido probada am-
pliamente en los ultimos afios (Shuey et al., 2002). Dénde las terapias con se-
cuencias anti-sentido han fracasado, los métodos de aplicacién mejorados y la
optimizacion de las dianas para los RNAI estan provocando emocion entre los
investigadores en multiples campos de la medicina (Shuey et al., 2002).

El ojo es un compartimento relativamente aislado lo cual le hace un 6r-
gano diana ideal para la terapia génica (Bumcrot et al, 2006;. Campochiaro,
2006). Los siRNA se han empleado con éxito en modelos animales de neovascu-
larizacion ocular y en procesos de cicatrizacion usando diferentes tipos de for-
mulaciones (Reich et al, 2003; Nakamura et al, 2004; Shen et al, 2006). Si el
SiRNA se inyecta en la cavidad vitrea se difunde facilmente en todo el ojo y es
detectable durante al menos cinco dias (Shen et al., 2006). Las cantidades utili-
zadas en estas inyecciones intraoculares son pequefias en comparacion con las
dosis utilizadas para estudios sistémicos. Ademas, la dilucion que se produce de
las pequenas cantidades del siRNA que pueden escapar del ojo permiten suponer
que es rapidamente degradado al llegar al torrente sanguineo. Este hecho
permite el silenciamiento local en el interior del ojo sin que exista un efecto sobre
el mismo gen fuera del globo ocular. De este modo se reduce la probabilidad de
efectos en otros tejidos que complicarian los tratamientos en el ojo.

Los tratamientos actuales para el glaucoma, incluyen el empleo de los
beta-bloqueantes, alfa-agonistas y agonistas colinérgicos tienen, numerosos
efectos adversos como alteraciones respiratorias, cardiacas y ciertos efectos se-
cundarios del sistema nervioso central (Schwartz et al, 2004;. Lee and Higgin-
botham, 2005; Tsai and Kanner, 2005). Ademas, dependiendo del tratamiento,
deben ser administrados una vez, dos veces o incluso hasta cuarto veces al dia.
Para muchos pacientes, sobre todo los que usan la aplicaciéon topica en forma
de colirio, la terapia falla en muchos casos debido a un mal cumplimiento y
persistencia en el tratamiento.

En la actualidad, algunos siRNA se han aplicado en el ojo para el tra-
tamiento de la presion intraocular elevada asociada al glaucoma. El disefio de
siRNA para silenciar dianas tales como los receptores adrenérgicos, la acetilco-
linesterasa y las ATPasas, han permitido obtener resultados positivos de reduc-
cién de la PIO con efectos secundarios minimos. Ademas, la duracién del efecto
en el tiempo con el siRNA es mucho mejor que el que se obtiene con los tra-
tamientos farmacolégicos clasicos. En general, todo siRNA probado, comienza
a producir el efecto hipotensor después de la tercera dosis causando la dismi-
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nucién maxima de la PIO entre el tercer y quinto dia posterior al comienzo del
tratamiento. En general, todos aquellos siRNA que produjeron su efecto, recor-
demos que la seleccion de la secuencia es importante para el éxito del trata-
miento, produjeron un descenso pronunciado y estadisticamente significativo
de la PIO que dur6 casi cinco dias. Se pueden conseguir mejoras en términos
de los efectos méaximos y efectos promedio en el tiempo de duracién en funcién
de la diana seleccionada, e incluso dentro de una determinada diana, escogien-
do una determinada secuencia de oligonucleétidos como se ha comentado an-
teriormente.

El bloqueo de los receptores beta 2 adrenérgicos con compuestos
tales como timolol puede ser imitado cuando la expresion de este receptor se
inhibe por un secuencia selectiva de oligonucleétidos contra el ARNm que co-
difica para esta proteina. El silenciamiento de este receptor mediante la aplica-
cion de cuatro dosis consecutivas produce una disminucion de la PIO de 14,01
+ 0,75% , registrandose dicha bajada durante 102 horas (Pintor et al., 2006).
Ademas, un ensayo de dos tandas de cuatro dias consecutivos con el mismo
siRNA contra la mismo receptor beta 2 demuestra la falta de desensibilizacion,
gue se sabe que ocurre con algunos compuestos farmacéuticos. Por lo tanto,
el tratamiento a largo plazo con este siRNA disminuye la IOP de una manera
similar a como ocurre con otros medicamentos de aplicacion de una sola dosis
(reduccién de la PIO, 20,08 + 0,75%). Sin embargo, la principal diferencia es
que el efecto de este medicamento dura mas de 223 horas (Pintor et al., 2006).

Algunos tratamientos actuales utilizan agonistas alfa adrenérgicos
para reducir la PIO (Pintor et al., 2006). La implicacién de este receptor en el
control de PIO ha sido motivo de controversia. Los experimentos con ratones
knock-out que carecen de los receptores alfa adrenérgicos demuestran que al
menos en los ratones, estos receptores no parecen estar involucrados en el con-
trol de la PIO. Curiosamente el silenciamiento de receptores alfalA y alfalb
producen una reduccion la PIO en conejos, sugiriendo que no solo los
receptores beta adrenérgicos sino que también los alfa adrenérgicos serian res-
ponsables de la producciéon de humor acuoso en el cuerpo ciliar. Es importante
tener en cuenta que al comparar ambos tipos de receptores adrenérgicos
parece que los receptores beta adrenérgicos son mas relevante que los alfa.
Comparativamente hablando los beta adrenérgicos prolongan el silenciamien-
to, y por ende la bajada de la presion intraocular 24 horas mas que los alfa
adrenérgicos (Pintor et al., 2006).

La Na-K-ATPasa es otro objetivo interesante a tener en cuenta a la
hora de buscar dianas sobre las que trabajar con los siRNA (Jiménez et al.,
2007). La implicacion de esta proteina en el mantenimiento de los gradientes
ibnicos en las células neurales y no neurales, es igualmente importante en la
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producciéon de humor acuoso. Silenciando independientemente la subunidad
alfa 1, alfa 2 o la beta1 obtenemos informacion relevante de la implicacion de
la ATPasa en la regulacion de la produccion del humor acuoso. El silenciamiento
selectivo de las mencionodas subunidades demuestra que no existen tantas di-
ferencias cuando se silencia una u otra subunidad de la ATPasa. En cualquier
caso, ha sido posible ver que las reducciones en la PIO apenas sobrepasaban el
15% aunque este efecto permaneciese durante aproximadamente 100 horas
(Jimenez et al., 2007).

Los agonistas colinérgicos se han utilizado en el pasado para el trata-
miento del glaucoma. Dado que la farmacologia clasica ha tratado de de em-
plear agonistas colinérgicos el enfoque adoptado en el caso de los siRNA ha
sido evitar la expresion de la acetilcolina esterasa (AChE) con el fin de permitir
a la acetilcolina actuar durante un periodo de tiempo mas largo sobre los co-
rrespondientes receptores colinérgicos.

El desarrollo de una secuencia de oligonucleétidos contra el ARNm
gue codifica para la acetilcolinesterasa nos ha permitido ver una reduccién de
la PIO en los conejos de un 25% en comparacion con los animales no tratados
(Peral et al., 2007). Este efecto se ha mantenido durante mas de 100 horas,
por lo tanto, la AChE se ha convertido en una diana a tener en cuenta como
un nuevo enfoque para el tratamiento de hipertension ocular por medio de
esta nueva aproximacion terapéutica. No obstante, es necesario sefialar que los
receptores de la acetilcolina estan presentes en muchas de las estructuras in-
traoculares y que el hecho de mantener a este neurotransmisor mas tiempo en
la cdmara anterior puede producir algunos efectos secundarios. Uno de estos
efectos podria ser la contracciéon del musculo ciliar evitando el proceso de aco-
modacion del cristalino. Este hecho impide a los pacientes enfocar las imagenes
con las consecuencias negativas y desagradables que ello conlleva.

La importancia de este nuevo enfoque para la reduccién de la PIO no
es solamente la magnitud de la bajada de la presion sino también el tiempo de
duracion. En este sentido y en comparaciéon con los farmacos comerciales los
SiRNA presentan un promedio de 100 horas de duracién, a diferencia de los
productos tales como Xalatan (Latanoprost al 0,005%, analogo de prostaglan-
dinas) o timoftol (maleato de timolol, -bloqueante), que deben aplicarse una
o dos veces al dia.

En este momento, los resultados son alentadores ya que ademas de
los efectos deseados, bajada de la PIO y larga duracion del efecto, después de
muchos ensayos con siRNA no ha sido posible encontrar ningun efecto secun-
dario. Con nuestros resultados y los de otros autores realizados en el ojo (Reich
et al, 2003; Nakamura et al, 2004; Shen et al., 2006), podemos sugerir que
con las dosis administradas, es dificil producir efectos sistémicos, pero se nece-
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sita mas trabajo para confirmar la ausencia de efectos secundarios en otros or-
ganos gque no sean el ojo.

La melatonina y sus analogos en el tratamiento del glaucoma

La melatonina es una neurohormona producida por la glandula pineal,
gue es un importante regulador de la reproducciéon estacional y los ritmos cir-
cadianos como ya se ha mencionado anteriormente (Lincoln et al., 1981). La
mayoria de las acciones de la melatonina estan mediadas a través de receptores
de membrana. Han sido clonados dos subtipos de receptores de melatonina en
mamiferos el MT1 y el MT2 (Reppert et al., 1994; Roca et al., 1996) (figura 6).
El receptor MT3 se ha identificado como la enzima quinona reductasa 2 (QR2)
gue posee, en algunos modelos, las caracteristicas de un receptor de melatonina
(Nosjean et al., 2000).

La melatonina esta presente en el humor acuoso, ya que es sintetizada
entre otras estructuras oculares por los procesos ciliares, el cristalino y la retina
(Alarma-Estrany and Pintor , 2007). Los niveles de melatonina en el humor acuo-
so varian a lo largo de el dia. Por la mafiana la concentracion de esta sustancia
es 6,4 pg/ ml(Chiquet et al., 2006). Ademas, las concentraciones de melatonina
en este fluido entre 08:00 y 16:00 h, son similares y significativamente mas bajas
gue las que se registra entre las 22:00 y 01:00 h (Yu et al., 1990). Por lo tanto,
los niveles de melatonina en el humor acuoso se incrementan en la oscuridad
(Liu y Dacus, 1991). Por otra parte, la tasa de produccién de humor acuoso en
humanos disminuye apreciablemente durante el suefio (Ericson, 1958; Reiss et
al, 1984;. Koskela y Brubaker, 1991) y la presion intraocular disminuye. Dicha
disminucion es comparable con el efecto que se puede lograr con inhibidores
de las anhidrasas carbénicas o con los antagonistas beta adrenérgicos (Reiss et
al., 1984). Varios estudios han relacionado los cambios diurnos en la presién in-
traocular y la fluctuaciéon de los niveles de melatonina, sugiriéndose la partici-
pacion de algun mecanismo melatoninérgico en el control circadiano de la pre-
sion intraocular (Osborne and Chidlow, 1994;. Pintor et al, 2001).

Varios experimentos han demostrado que la melatoninay sus analogos
son capaces de reducir la presion intraocular. Por ejemplo, la administracién oral
de melatonina fue capaz de reducir la PIO en humanos (Muestras et al., 1988).

Con la intencién de buscar andlogos de melatonina con un efecto
mayor que la propia neurohomona, se ha ensayado alguno como la 5-metoxi-
carbonilamino-N-acetiltriptamina (5-MCA-NAT). Este compuesto produjo una
reduccion dosis-dependiente de la PIO. Este efecto fue maximo a 100 mg/I, con
una reduccién de la presion de aproximadamente 40% en conejos (Pintor et
al., 2001, 2003c) y del 19% en monos con glaucoma (Serle et al., 2004). El
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efecto de este analogo dura mas de 9 h en el caso de en conejo (Pintor et al.,
2001) y al menos 18 h en los monos (Serle et al., 2004). Por lo tanto, la
aplicacion topica de la melatonina y sus analogos en la superficie ocular y su
posterior entrada al interior del ojo, pueden significativamente reducir la
presion intraocular. Este hecho ha permitido sugerir a la melatonina (y a sus
analogos) como farmaco potencial para el tratamiento de la hipertensién ocular
y el glaucoma (Pintor et al., 2001).

Existen aspectos interesantes que apoyan la afirmacién anterior. Por
un lado, la evidencia disponible de que existen receptores de melatonina en el
cuerpo ciliar de varias especies. Por otro lado la capacidad del cuerpo ciliar para
sintetizar indolaminas (Alarma-Estrany y Pintor, 2007). En este sentido Osborne
y colaboradores utilizando experimentos de autorradiografia y funcionales,
mostraron la presencia de receptores para la melatonina plenamente activos en
el cuerpo ciliar y en el iris del conejo (Osborne y Chidlow, 1994). Mas tarde
Wiechmann y coaboradores, utilizando técnicas de inmunocitoquimicas, obser-
varon que en el epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar se podia medir la ex-
presion del receptor Mel1c de melatonina (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann,
2001). Mas recientemente, por medio de inmunohistoquimica e inmuno trans-
ferencia (Western-blot), el receptor de melatonina MT2 ha sido detectado en
los procesos ciliares del conejos albinos (Alarma-Estrany et al., 2008).

Sabiendo que el cuerpo ciliar es lugar de la formacién del humor
acuoso (Para et al., 2002) y sabiendo que es capaz de sintetizar melatonina (Mar-
tin et al., 1992), y habida cuenta de la existencia de los receptores MT2 (Alar-
ma-Estrany et al., 2008), esta estructura ocular resulta un buen tejido sobre el
que trabajar favoreciendo la actividad del sistema melatoninergico. La melato-
nina se produciria de manera local y no contribuiria a alcanzar los niveles circu-
lantes similares a los que se producen en la retina (Vaughan y Reiter, 1986). Por
otro lado, por su ubicacién en la superficie basolateral del epitelio ciliar no pig-
mentado, los receptores de la melatonina estan posicionados para estar en el
camino de la melatonina que se libera ya sea de la circulaciéon o de la melatonina
sintetizada por el cuerpo ciliar (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 2001).

Los mecanismos por los que la melatonina y analogos reducen la PIO
no se conocen por completo. Sin embargo se van aclarando algunas cone-
xiones con otros transmisores que ayudan a ver y a entender las interconexiones
entre la melatonina y otros neurotransmisores. Por ejemplo, el pretratamiento
en conejos con antagonistas colinergicos y/o adrenergicos, abolen la respuesta
hipotensora que presenta la melatonina y su analogo el 5-MCA-NAT (Pintor et
al., 2003¢). Ademas, después de una simpatectomia quimica por medio de re-
serpina o 6-hidroxidopamina (6-OHDA), tanto el agonista de los receptores
MT2 (2-metoxi-6H-isoindolo [2,1-a] indol-11-il) etanamina N-butanoil-2 (llama-
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do también 1IK7) como el agonista MT3 5-MCA-NAT, fueron practicamente in-
capaces de llevar a cabo el efecto hipotensor que poseen en ojos estan intactos
(Alarma-Estrany et al., 2007, 2008). Parece que el analogo de la melatonina 'y
agonista MT3, el 5-MCA-NAT, esta intimamente vinculado al componente sim-
patico que controla la sintesis del humor acuoso. El receptor de la melatonina
MT3 se ha descrito en algunos modelos animales como la quinona rectasa 2 ¢
QR2 (Nosjean et al., 2000), por lo tanto, es interesante conocer si la actividad
hipotensora del 5-MCA-NAT se lleva a cabo a través de la QR2 o por el contrario
existe un receptor MT3 diferente a los receptores de melatonina MT2. Con la
idea de arrojar un poco de luz en este asunto, los estudios que hemos realizado
han demostrado que los los receptores MT2 de la melatonina y los marcadores
gue identifican el sistema nerviosos simpatico en los procesos ciliares no colo-
calizan (Alarma-Estrany et al., 2008).

Posteriormente, se ha podido demostrar que los receptores de mela-
tonina presentes en los procesos ciliares estan modulados por el sistema ner-
vioso simpatico. Es precisamente el neurotransmisor noradrenalina a través de
-adrenoceptores el encargado de producir la fosforilacion de los receptores de
la melatonina, gracias a lo cual estos receptores mejoran su actividad hipoten-
sora ocular (Alarma-Estrany et al., 2008). Esto explicaria porque cuando se des-
truye el sistema nervioso simpatico con reserpina o 6-OHDA la actividad de la
melatonina y sus derivados bajando la presién intraocular se ve seriamente
comprometida.

Es obvio que la melatonina y sus analogos son sustancias potenciales
para el tratamiento de la PIO pero es necesario conocer de qué manera estas
sustancias estan realizando su efecto, bien la disminucién de la formacion del
humor acuoso o bien el aumento de la tasa de drenaje. También, es importante
tener en cuenta que pese a que el interés principal de la melatonina y analogos
radica en controlar la PIO, la descripcion de la melatonina como una molécula
neuroprotectora representa un valor afadido en la busqueda de una nueva te-
rapia eficaz en glaucoma (Osborne et al., 1999). La melatonina se ha definido
como un prometedor agente neuroprotector en modelos experimentales de va-
rios trastornos neurolégicos y neurodegenerativos (Mayo et al., 1998; Pappolla
et al., 1999; Reiter et al., 1999). Por lo tanto, seria interesante estudiar si los
analogos de la melatonina, los compuestos [IK7 y 5-MCA-NAT mantienen las
propiedades neuroprotectoras de la melatonina.

En resumen, el efecto hipotensor ocular de estas moléculas junto con
la posible accién neuroprotectora podria convertir a estos compuestos en bue-
nos candidatos para el tratamiento de la presion intraocular y glaucoma. Ade-
mas, la melatonina parece estar relativamente libre efectos secundarios ademas
de ser eficaz a bajas concentraciones (Muestras et al., 1988).
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Las proteinas de transducciéon nuevas herramientas utiles para
el control de la presién intraocular

En la busqueda de nuevos compuestos, mas eficaces y mas selectivos
para el tratamiento de la hipertension ocular y el glaucoma, siempre que se
desee salir de las pautas clasicas, el investigador se siente obligado a romper
con los moldes habituales y debe dar un paso mas alla, tratando de encontrar
soluciones originales. Es, hasta cierto punto habitual, que para la busqueda de
nuevos tratamientos para patologias como el glaucoma se disefien y empleen
nuevas moléculas. Sin embargo, cualquiera de estas nuevas moléculas van a
realizar sus efectos generalmente a través de dos mecanismos principales: ago-
nismo o antagonismo en un determinado tipo de receptor o la inhibicién o ac-
tivacion de un determinado enzima (Uva et al., 2006).

Sin embargo, y en relacién con el control de la presion intraocular, existe
una tercera via: explorar nuevos mecanismos para la reduccién de la presion in-
traocular diferentes de los anteriores, basados en las técnicas bioguimicas mas
modernas y combinandolas con la fisiologia y farmacologia ocular mas clasica.

Asi pues, la dinamica del citoesqueleto celular es un area interesante
sobre la que se puede trabajar. Esto resulta aun mas interesante cuando se sabe
que el punto principal del drenaje del humor acuoso, la malla trabecular, es sus-
ceptible de sufrir cambios morfoldgicos transitorios. Dichos cambios estan liga-
dos al citoesqueleto de estas células sobre las que las latrunculinas y otros agen-
tes despolimerizantes de la actina pueden aumentar de la posibilidad de salida
del humor acuoso (Peterson et al., 1999; Peterson et al., 2000) .

Una de las proteinas capaces de reorganizar el citoesqueleto de actina
es la profilina. La profilina es una proteina pequefia (12-15 kDa) abundante-
mente expresada en todas las células eucariotas que se une a los monémeros
de actina que catalizan el intercambio de ADP a ATP y promueve la polimeri-
zacion de los filamentos de actina (Witke, 2004).

Recientemente, un enfoque novedoso para la entrada de las proteinas
y otra sustancias a través de las membranas y tejidos biolégicos ha surgido gra-
cias al conocimiento de las proteinas con dominios de transduccion derivados
de la familia TAT (Schwarze et al., 1999). Estas proteinas permiten llevar a otras
a través de la membrana celular desde el exterior de las células hacia el cito-
plasma de una manera independiente (Ho et al., 2001).

Resulta pues logico tratar de combinar la habilidad de proteinas de
transducciéon con otras como la profilina, con el objeto de hacerla llegar a la
malla trabecular y hacer que esta facilite el drenaje del humor acuoso y por
consiguiente la disminucién de la presion intraocular. De este modo, una pro-
teina recombinante obtenida por la fusién de profilina | con el dominio de trans-
duccién de PTD4, una version mas eficiente de TAT, ha sido capaz de cruzar las
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membranas celulares de las células trabeculares y facilitar la salida del humor
acuoso en un modelo bovino (Gomez-Cabrero et al., 2005).

Esta misma proteina recombinante ensayada “in vivo” reduce significa-
tivamente la presion intraocular. Ademas, esta reduccion, del 20 %, fue equiva-
lente a la obtenida con otros farmacos comerciales. Sin embargo el tiempo de
duracién del efecto de la PTD4-profilina se prolongéd notablemente en compara-
ciéon con los otros compuestos probados. Este hecho indica que la PTD4-profilina
fue capaz de mantener una reducciéon de la presiéon intraocular mas sostenida,
probablemente porque esta utilizando un mecanismo molecular diferente para
reducir este parametro fisiolégico. En claro contraste con los mecanismos utiliza-
dos por los compuestos comerciales disponibles, el mecanismo de accién para
PTD4-profilina acontece en el citoesqueleto de las células de la malla trabecular.
De este modo, la modificaciéon de la forma celular o la contractilidad favorecen
la reduccion de la resistencia hidrodinamica a la salida del humor acuoso, hacien-
do que la presién intraocular disminuya (Morales te al., 2007).

Es especialmente interesante considerar la bioquimica y propiedades
farmacologicas del tandem PTD4- profilina. La combinacion de estas dos mo-
léculas proporciona un nuevo fascinante concepto, en claro contraste con los
farmacos disponibles para el tratamiento de la hipertensién ocular. La profilina
no actua estimulando un receptor, antagonizandolo o inhibiendo un enzima,
sino que lo hace modificando la arquitectura del citoesqueleto y por lo tanto
mejorando la salida del humor acuoso.

Hacia donde vamos

La comprension de cémo el sistema nervioso controla la PIO y el pos-
terior desarrollo de agonistas, antagonistas e inhibidores de diferentes dianas
terapéuticas, ha sido el objetivo principal de las empresas a la hora de disefar
compuestos para el tratamiento del glaucoma. Estas empresas toman como
base grupos de moléculas, como los antagonistas beta-adrenérgicos o los ago-
nistas alfa-adrenérgicos, y los modifican con el fin de obtener compuestos mas
selectivos y eficaces para reducir la PIO.

El tratamiento del glaucoma es exigente y demanda mas y mejores
compuestos. Esto es principalmente debido a la falta de actividad de estos far-
macos en algunos pacientes y a los efectos secundarios descritos para la
mayoria de productos farmacéuticos disponibles. Esta claro que es necesario
ampliar las miras para el tratamiento de esta patologia y sobre todo tratando
de encontrar otros nuevos con efectos poderosos y reacciones adversas mini-
mas. El desarrollo de compuestos tales como nucleétidos, la melatonina y ana-
logos, los siRNAs, o las proteinas de transduccién, solos o en combinacion con
formulaciones ya existentes ayudaran aquellos pacientes que, por diversos mo-
tivos, no pueden usar los medicamentos para el glaucoma.
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LAS CATARATAS Y SU TRATAMIENTO CON siRNA

El cristalino es la estructura ocular, junto con la cornea, que permite
enfocar las imagenes en la retina. Contiene altos niveles de proteinas en una or-
ganizacion estructural perfecta que hace que sea transparente. El cristalino es
una estructura avascular que estd rodeada por una membrana basal llamada
capsula. Las células epiteliales aparecen inmediatamente debajo de la capsula,
y células fibrilares o simplemente «fibras» forman el resto de este tejido ocular.

Desde el desarrollo embrionario y asi sucesivamente, las células epite-
liales realizan mitosis en la zona de ecuador. Las nuevas fibras formadas, se en-
cuentran de forma concentrica sobre las fibras desarrolladas anteriormente,
formando una estructura que se asemeja a una cebolla.

El cristalino es transparente, ya que no absorbe y dispersa minima-
mente la luz que pasa a su través. La cantidad de luz que dispersa el cristalino
es del 5% vy ello se debe a las membranas plasmatica de las fibras que lo com-
ponen. Como el volumen ocupado por estas membranas es del 0,05% del
total, se puede concluir que los citoplasmas de las fibras son practicamente
transparentes. Sin embargo, el citosol de estas células contiene un 35% de bio-
moléculas, en particular proteinas solubles: las cristalinas.

El cristalino puede sufrir cambios debido a problemas metabdlicos o
simplemente debido al envejecimiento. Estas modificaciones deterioran las pro-
tefnas haciendo que se agreguen y precipiten, de manera que la transparencia
se pierde gradualmente. Este proceso es conocido con el nombre de cataratas
(Harding, 1991).

Desde una perspectiva clinica, las cataratas se pueden definir como el
deterioro de la vision debido a una alteracién de la transparencia del cristalino.
Desde un punto de vista bioquimico, cualquier opacificacion que produzca la
dispersiéon de la luz es una catarata. La etiologia de las cataratas es diversa y
por lo tanto es muy dificil atribuir su causa exclusivamente a un solo factor. Lo
gue esta claro es que un fallo en el metabolismo del cristalino es, sin duda, uno
de los motivos. Esta vinculacién con un fallo metabdlico se ha demostrado cla-
ramente enfermedades sistémicas tales como la diabetes o la galactosemia.

No hay duda en la actualidad de que la mayor parte de los procesos
metabolicos que se realizan en el cristalino lo llevan a cabo las células de su
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epitelio. El intrincado sistema de uniones estrechas 0 GAP-junctions permiten
a las células epiteliales comunicarse con las fibras mas internas. La sintesis de
los componentes estructurales y el mantenimiento de los sistemas de transpor-
te en el cristalino dependen de una fuente continua de ATP. Este es un proceso
de capital importancia, cuyo fin es mantener esta estructura perfectamente
transparente. Este sentido la produccion de energia depende casi en su totali-
dad del metabolismo de la glucosa, que es metabolizada por tres rutas princi-
pales: la glucdlisis, ruta de las pentosas fosfato y la via de los polioles. A su vez
la glucosa puede ser transportada por dos tipos de transportes glucosa en el
cristalino, GLUT1 y GLUT3, tomando el azucar del humor acuoso que le rodea
(Winkler and Riley, 1991; Merriman-Smith et al., 2003).

La via glicolitica del cristalino no se diferencia a la de otros tejidos. Una
de las principales enzimas reguladoras de esta via, la hexoquinasa, esta presente
en niveles bajos y sélo se han sido descrito dos isoformas, la hexoquinasa | y I
en esta esctructura ocular. La Km de la hexoquinasa de tipo | es menor que la
de tipo Il, sin embargo, la hexoquinasa tipo Il es mas abundante que la I. Es pro-
bable que esta Ultima se emplee cuando los niveles de glucosa se elevan (Kinos-
hita, 1955).

La concentracién de la hexoquinasa disminuye a medida que el indi-
viduo envejece. Esta puede ser una de las razones por las que durante el en-
vejecimiento el cristalino puede estar mas predispuesto a patologias como las
cataratas, fundamentalmente debido a la caida de los niveles de ATP que van
a impedir el correcto funcionamiento del cristalino en procesos tales como el
transporte activo que regula el equilibrio de electrolitos.

Ademas de la glucdlisis, parte de la glucosa se metaboliza por la ruta
o shunt de las pentosas fosfato. Esta via no genera grandes cantidades de ATP,
pero es esencial, ya que permite la sintesis de cantidades significativas de
NADPH + H*, por parte de la primera enzima de esta via, la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa. El NADPH + H* es esencial para funcionamiento tanto de la
glutation reductasa como de la ruta de los polioles. Se ha demostrado que al-
rededor del 14% de la glucosa se metaboliza por esta via. La ruta de las
pentosas fosfato se activa bajo condiciones de estrés oxidativo, ya que el glu-
tation (GSH) debe estar disponible para defender al cristalino frente a los radi-
cales libres (Giblin et al., 1981).

La tercera via metabdlica que emplea la glucosa es la ruta de los po-
lioles, que también se conoce como la via de sorbitol. Esta ruta fue descrita por
van Heyningen en 1959 después de la verificacion de la acumulacion de
polioles en el cristalino. Las dietas con altas cantidades de glucosa, galactosa,
o xilosa potencian la aparicion de cataratas en modelos experimentales, siendo
la ruta involucrada la via de los polioles (Dvornik et al., 1973).

42



La ruta de sorbitol estd formada solamente por dos enzimas, la aldosa
reductasa, que emplea NADPH + H* como cofactor y en segundo lugar la poliol
deshidrogenasa que utiliza NAD* como coenzima. Se considera que aproxima-
damente un tercio de la glucosa entra en el cristalino se metaboliza a través de
la via de sorbitol (Jedziniak et al., 1981).

La aldosa reductasa humana tiene una Km para la glucosa de 200
mM, y se encuentra ubicada principalmente en el epitelio del cristalino, ya que
es donde se ha localizado el 70% de la actividad de esta enzima. Esto es im-
portante porque significa que la concentracion de sorbitol se acumula en un
area muy pequefa del cristalino de modo que el efecto final es un aumento de
50 veces la concentraciéon que seria de esperar si la distribucion de la enzima
fuese homogénea a lo largo de todo el cristalino (Crabbe and Goode, 1998).

La poliol deshidrogenasa (sorbitol deshidrogenasa) esta presente en el
cristalino de muchas especies, pero no se ha estudiado tan en profundidad
como la aldosa reductasa. La sorbitol deshidrogenasa esta mas distribuida que
de la aldosa reductasa. La poliol deshidrogenasa se encuentra el 50% en el epi-
telioy el 50% en el resto del cristalino. Curiosamente, a diferencia de la aldosa
reductasa, la poliol deshidrogenasa no puede metabolizar inositol, glicerol o
dulcitol (galactitol) (Jedziniak et al., 1973).

La importancia de la via de los polioles es notable en los individuos
gue posean niveles elevados de azucares en el plasma y en el humor acuoso.
En individuos normales, debido a que la concentracion de glucosa esta entre
0,7 a 2,2 mM, la aldosa reductasa apenas funciona. Sin embargo, bajo condi-
ciones patoldgicas tales como la diabetes, donde la concentracion de glucosa
esta entre 3y 4,5 mM, la aldosa reductasa si podra catabolizar la glucosa.

La importancia de esta ruta se vincula la actividad de otro enzima, la
hexoquinasa, cuya actividad disminuye con la edad. Por lo tanto, dado que
ambas enzimas tienen a la glucosa como un sustrato, el equilibrio entre las ac-
tividades de ambas proteinas es esencial para saber cual sera el destino de la
glucosa. La Km de la hexoquinasa presente en el cristalino es de 100 uM, de
modo que a altas concentraciones de glucosa, el enzima esta saturado. Este
hecho hace que el via sorbitol pase a ser relevante, maxime cuando se trate de
individuos con diabetes o galactosemia. Aunque el enzima poliol deshidroge-
nasa tiene una Km baja para el sorbitol, este poliol se acumula en cantidades
importantes en el cristalino debido a que este enzima esta presente en menos
cantidad que la aldosa reductasa. Se considera que hay 30 veces mas aldosa
reductasa que poliol deshidrogenasa en los modelos animales estudiados. Sin
embargo, en los seres humanos concentracién de poliol deshidrogenasa del
cristalino es 80 veces mas alta que la de la aldosa reductasa. Este hecho es lo
gue indica es que aunqgue es probable la existencia de cataratas debido a la via
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Figura 11. Acumulacién de polioles en el cristalino tal y como se puede detectar
por técnicas cromatograficas (a la izquierda) y sus efectos formando estructuras
vacuolares en el cristalino (a la derecha).

de los polioles, es necesario hacer un estudio muy cuidadoso en la experimen-
tacion con animales a la hora de extrapolar los resultados a los seres humanos
(Kinoshita et al., 1955).

La adicion o la administracion de suplementos de glucosa o galactosa
a animales de laboratorio como los conejos de la raza Nueva Zelanda, ha per-
mitido observar cambios morfolégicos importantes en el cristalino. Por ejemplo,
ha sido observada la aparicion de estructuras en forma de vacuolas en el cris-
talino después de la administracion de altas cantidades de glucosa en la dieta
de los animales. Este efecto fue mas rapido cuando los animales fueron alimen-
tados con galactosa (efectos visibles en 3 semanas) que cuando se administra
glucosa (efectos visibles a los 3 meses). La razén de todas estas diferencias es
la ruta de polioles. Tanto la glucosa como la galactosa son metabolizados por
la aldosa reductasa, rindiendo respectivamente sorbitol y dulcitol (galactitol).
Aunqgue ambos azucares se procesan de manera similar, el sorbitol transformar-
se en fructosa por la poliol deshidrogenasa, mientras que el dulcitol no es sus-
trato para este ultimo enzima (figura 11).

En conclusion, ambos sustratos, la glucosa y la galactosa, inducen la
acumulacién de polioles, mas rapido en el caso de galactosa. En cualquier caso
y en Ultima instancia van producir un efecto hiperosmético que se traduce en
una absorcion de agua a través de la acuaporina 1 (AQ1) y la acuaporina 0
(AQO, también conocida como proteina MIP). Esta entrada de agua desde el
humor acuoso tiende a contrarrestar el gradiente osmoético producido por la
acumulacién de los polioles en el cristalino (Verkman et al., 2008).
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En las ultimas décadas, el ARN de interferencia (ARNi), se ha con-
vertido en una herramienta poderosa para la comprensién de la funcion de
los genes, ya que permite “silenciar” la expresion de los mismos para com-
prender su papel bioldgico. El silenciamiento es un proceso génico post-
transcripcional especifico, inicialmente estudiado en Caenorhabditis elegans
(Fire et al., 1998). Sin embargo, pronto resulté obvio que el ARNi no se limi-
taba a los nematodos y el silenciamiento puede ser inducido en diferentes
organismo eucariotas tales como Drosophila, (Kennerdell y Carthew, 1998),
Trypanosoma (ONG et al., 1998), el pez cebra (Wargelius et al., 1999), la
rana (Oelgeschlager et al, 2007.), Hydra (Lohmann et al., 1999) y en verte-
brados (Wianny y Zernicka-Goetz, 2000). Comportamientos de silenciamien-
to similares se habian observado en plantas y hongos, donde introducciéon
de transgenes exdgenos silencian la expresion de los loci endégenos (Van
der Krol et al., 1990).

RNAJ estd mediado por pequefios ARN de interferencia (siRNA) que
se generan a partir de una hebra larga de RNA doble (dsRNA) de origen
exdgeno o enddgeno (Elbashir et al., 2001). Estos dsRNA se escinden por una
ribonucleasa Il (RNNase Ill) denominada DICER. Proteinas homologas a Dicer se
pueden encontrar en Schizosaccharomyces pombe, C. elegans, Drosophila,
plantas y mamiferos, lo que sugiere que este tipo de regulaciéon es evolutiva-
mente hablando antiguo y conservado. El siRNA generado por DICER es un
fragmento corto (21-23 nucleétidos) de ARN duplex con 2 nucleétidos en cada
extremo 3’ terminal. Cada cadena contiene un fosfato en posicion 5’ y un hi-
droxilo en la posicion 3. A continuaciéon este siRNA se incorpora a un complejo
llamado nucleasa RISC (RNAinduced silencing complex). RISC excinde el siRNA
y coloca la una de las dos hebras, la complementaria, en contacto con el RNAmM
gue va a ser destruido, al que se une por complementariedad de bases. (Nyka-
nen et al., 2001). La estructura generada es interpretada por la célula como
errénea y es destruida por lo que la desaparecer el ARNm, la proteina que co-
dificaba no se va a sintetizar (figura 10).

Hay muchos objetivos que podrian ser utilizados para tratar de
detener las cataratas. Sin embargo, el silenciamiento de ciertas proteinas podia
parar, en teoria, la progresion de esta patologia. Por ejemplo, el silenciamiento
de la aldosa reductasa podria ser de interés, ya que conduce a la generacion
de polioles que desencadenan el choque osmatico inicial que inicia las cata-
ratas. Serfa interesante saber si la desaparicion y por ende la interrupcién de
esta ruta metabdlica reduce significativamente la aparicién de cataratas sin pro-
ducir otros efectos de tipo inesperado.

Otra proteina interesante podria ser el transportador de glucosa
GLUT1. Esta proteina tiene una Km mayor que el otro transportador de glucosa
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presente en la lente, GLUT3. Este Ultimo es responsable de la afluencia masiva
de glucosa en situaciones patoldgicas tales como la diabetes.

Una tercera posibilidad podria ser la acuaporina AQ1, ya que tiene un
papel en la entrada de agua de los humores acuoso y vitreo y puede ser direc-
tamente responsable de la entrada de agua cuando existe una excesiva con-
centracion de polioles en el interior del cristalino.

Las razones para la eleccion de estos tres objetivos son, en primer
lugar, que juegan un papel dominante en el desarrollo de las cataratas. En se-
gundo lugar, el silenciamiento selectivo no va a abolir completamente los pro-
cesos, tales como el metabolismo de los azucares, o el transporte o trasiego
del agua.

Por un lado, la aldosa reductasa utiliza la glucosa, pero no parece ser
esencial para mantener la carga energértica del cristalino, por lo que su silen-
ciamiento podria evitar la aparicion de cataratas sin producir, aparentemente,
efectos colaterales. Por otra parte, si se silencia GLUT1 la glucosa puede entrar
por el otro transportador, GLUT3, que siempre esta saturado en condiciones fi-
siolégicas, garantizando la entrada de glucosa para la produccién de ATP. Res-
pecto al silenciamiento de la acuaporina 1 (AQ1), impediria la entrada del agua
pero la otra acuaporina, la AQO, aseguraria el flujo de agua hacia el interior del
cristalino.

Este puede ser el momento de comenzar el uso de nuevos métodos
bioquimicos para revertir o detener condiciones patolégicas, como las
cataratas. La posibilidad abierta por la tecnologia de los siRNA puede cambiar
la falta de interés por parte de las empresas farmacéuticas en el desarrollo de
compuestos para el tratamiento de las opacidades del cristalino.
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LAS LENTES DE CONTACTO COMO DISPOSITIVOS
DE LIBERACION DE FARMACOS

El ojo se caracteriza por su estructura compleja y su alta resistencia al
paso de sustancias hacia su interior. Esta dificultad no solamente se hace
patente cuando pensamos en la invasion por parte de los microorganismos sino
gue también afecta a la entrada de farmacos a su interior. Tanto es asi, que
uno de los principales retos de la farmacologia ocular es facilitar el paso de sus-
tancias con propiedades terapéuticas al interior del ojo para poder curar las pa-
tologias intraoculares.

Actualmente, mas del 90% de los farmacos oftalmicos se aplican to-
picamente en forma de soluciones o suspensiones (Ghate and Edelhauser,
2006). Estas formulaciones muestran generalmente una baja biodisponibilidad
ocular debido a diversos factores tales como lagrimeo reflejo, el parpadeo, el
drenaje nasolagrimal, la degradacién metabdlica y por supuesto la impermea-
bilidad relativa de la cérnea, principalmente de su epitelio. Como consecuencia
de todo ello los farmacos oftalmicos tienen un corto tiempo de residencia en
la superficie del ojo. Se estima que la residencia es de menos de 5 min y que
solo de un 1 - 5% de un farmaco aplicado topicamente es absorbido hacia el
interior (Lang, 1995). La pérdida de farmaco, que va a ir a parar a la circulacion
sistémica, conduce, en primer lugar a un desperdicio de la sustancia y en se-
gundo lugar podria favorecer la aparicién de efectos secundarios sistémicos in-
deseables.

Para superar la baja biodisponibilidad ocular asociada con la adminis-
tracion ocular tépica de medicamentos en forma de colirios se han disefiado
sistemas de administraciéon de farmacos alternativos (Kompella et al., 2010;
Rawas-Qalaji et al,. 2012). En este contexto, las lentes de contacto blandas (LC)
se perfilan como un nuevo vehiculo para el suministro de los farmacos oftal-
micos. En el ojo, las LC se separan de la cérnea por una capa delgada de fluido
llamada lagrima o pelicula postlenticular. La pelicula lagrimal postlenticular se
mezcla lentamente con el resto de la lagrima estimandose dicho tiempo en
aproximadamente 30 minutos (McNamara et al., 1999). Por lo tanto, los far-
macos oftalmicos liberados de la LC tendrian un tiempo de residencia en la cor-
nea de por lo menos 30 min. Este dato es importante si lo comparamos con
los 5 minutos que tardan en desaparecer un farmaco de la superficie del ojo
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(Creech et al., 2001). El mayor tiempo de residencia conduce a una mejora de
la biodisponibilidad del farmaco que reduciria la cantidad de farmaco que entra
en la circulacion sistémica, aumentando de esa forma la eficacia terapéutica y
la prevencion de los efectos secundarios. El potencial de las LC de cargar far-
macos convencionales utilizados para el tratamiento de problemas oculares ha
sido ya valorada por algunos autores (Gupta and Aqil, 2012; Guzman-Aran-
guez et al., 2012).

La mayoria de los estudios realizados han sido en ensayos in vitro,
mientras que la validacion in vivo de lentes de contacto con estos fines terapéu-
ticos no ha sido tan ampliamente examinada. Las lentes de contacto disponibles
comercialmente se fabrican utilizando diferentes materiales que presentan cam-
bios significativos en su contenido de agua y en la carga electrostatica, entre
otras propiedades (Karlgard et al., 2003). Estas variaciones en los materiales pue-
den tener un efecto relevante en la interaccion LC-farmaco, y por lo tanto afec-
tando a las tasas de absorcion del farmaco y a su liberacion.

Se han desarrollado estudios iniciales sumergiendo lentes de contacto
hidrofilicas comerciales a base de hidrogeles de poli-(2-hidroxietil metacrilato)
(pHEMA) (Jain, 1988; Kim and Chauhan, 2008; Li and Chauhan, 2007) o de
materiales altamente permeables al oxigeno basados hidrogeles de silicona
(Kim et al., 2008; Peng et al., 2012). Las LC de hidrogeles de silicona (SiH) son
muy recomendables pues transmiten mas oxigeno que los materiales conven-
cionales, por lo tanto, disminuyen los casos de hipoxia clinicos asociados con
el uso prolongado de las lentes de contacto. Este hecho es interesante ya que
estas LC pueden representar una opcion mejor si lo que deseamos es emplear-
las como vehiculos de administracién de farmacos para aplicaciones terapéuti-
cas dilatadas en el tiempo.

Las nuevas sustancias que estan emergiendo como agentes potencia-
les para el tratamiento del ojo seco, podrian ser buenos candidatas a ser admi-
nistradas desde las LC. Entre estas, los dinucle6tidos son interesantes ya que
su aplicacion topica induce lagrimaciéon estimulando la secreciéon del compo-
nente acuoso asi como la secrecién de mucinas (proteinas clave que contribuye
para el mantenimiento y la lubricacién de la pelicula lagrimal). El dinucleétido
diadenosin tetrafosfato (Ap4A) produce un aumento de la secreciéon lagrimal
de alrededor de un 60% por encima de los valores basales en modelos como
el conejo albino de Nueva Zelanda (Pintor et al., 2002b). Del mismo modo, la
aplicacion de otros dinucledtidos como la diuridina tetrafosfato (Up4U, INS365,
diguafosol), es también capaz de producir un aumento transitorio de la secre-
cion lagrimal de unas 1,5 veces en un modelo de ojo seco desarrollado en la
rata (Fujijara et al., 2001). De hecho este dinucleétido se ha desarrollado como
un nuevo tratamiento para el ojo seco y, después de la finalizacién de ensayos

48



clinicos, se ha puesto a la venta en Japon comercializado por el laboratorio San-
ten Pharmaceuticals (Nakamura et al., 2012).

Los trabajos realizados en nuestro grupo con dos lentes de hidrogel
convencionales (Omafilcon A, que es un material no iénico y Ocufilcon D, que
es iénico) y dos lentes de contacto de hidrogel de silicona (comfilcon A, que es
no i6nico y Balafilcon A que es iénico), con parametros similares (diametro,
curva base y espesor central), han demostrado la utilidad de este modo de ad-
ministracion. La incorporacion de un farmaco en la lente se puede lograr me-
diante diferentes técnicas como la carga de con nanoparticulas coloidales, im-
presion molecular, o simplemente empapando la lente en una soluciéon que
contenga el farmaco (Guzman-Aranguez et al., 2012).

El método de inmersién de las lentes de contacto en una solucion que
contuviera el compuesto Ap4A es sencillo y muy practico. Cuando las LC son
empapadas en una solucién que contiene el dinucleétido, el compuesto se di-
funde en la matriz de la lente donde queda atrapado el tiempo suficiente para,
posteriormente ser liberado cuando se transfiere a la lagrima, tal y como ocurre
para otros compuestos (Li and Chauhan, 2006). De hecho, un numero de gru-
pos de investigacion estan trabajando en el desarrollo de LC que liberen medi-
camentos con la idea de tratar el ojo seco. Se han venido empleando varias
moléculas que favorecen la rehumectacion tales como el acido hialurénico o la
hidroxipropil metilcelulosa (Ali and Byrne, 2009; Scheuer et al., 2010).

Sin embargo, empapar las LC con una solucién de acido hialurénico
no permite cargar una cantidad suficiente, por lo que la liberacién de este com-
puesto se ha demostrado que ocurria en menos de 1 hora (Scheuer et al.,
2010). Teniendo en cuenta las caracteristicas de la patologia de ojo seco, se
han realizado tambien ensayos con ciclosporina, con el objetivo de reducir la
inflamacién asociada a la sequedad ocular. En este caso, la liberacion de la ci-
closporina de las lentes de contacto, resultd ser muy exitosa ya que el farmaco
antiinflamatorio fue liberado de la lente dentro de una ventana terapéutica de
14 dias (Peng and Chauhan, 2011).

Cuando los estudios son realizados con el compuesto Ap4A, los estu-
dios in vitro de la liberacién de las lentes de contacto demuestran este com-
puesto se libera al menos durante dos horas (Dominguez-Godinez, et al.,
2013). Es importante comentar que de todas las lentes de contacto ensayadas,
las de hidrogel de silicona fueron las que tuvieron un proceso de liberacién mas
retardado (figura 12).

Indudablemente las propiedades quimicas y el contenido de agua se
han sugerido como elementos clave de la lente de contacto de cara a la mayor
0 menor captaciéon o absocion del farmaco y a su posterior liberacién (Karlgard
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et al., 2003). Las lentes convencionales de hidrogel se hacen en poliHEMA que
son materiales hidréfilicos, por su parte los hidrogeles de silicona tienen varios
monoémeros de siloxano por lo que este material es menos hidrofilico (Kim et
al., 2008).

Los estudios realizados con el compuesto Ap4A, sugerian una mejor
interaccion con las LC de hidrogel convencional que con las lentes de hidrogel
de silicona, debido a su propiedades hidrofilicas. De hecho, las lentes de con-
tacto hidrofilicas liberan mas dinucleétido que las lentes de SiH en los primeros
minutos.

En cuanto a contenido de agua, la liberacion del farmaco es mayor en
la LC con mas contenido de agua. Probablemente esto es debido a la absorcion
de agua que llevara consigo el transporte del compuesto Ap4A al interior de
la lente de contacto (Phan et al., 2013). De hecho, la liberacién del Ap4A se
correlaciona bien con el contenido de agua que posee la lente. Sin embargo
parece que hidrofilicidad y el contenido de agua no son los principales factores
gue pueden influir en la liberacion del dinucledtido. La carga iénica del material
de la LC puede ser el factor principal en la liberacién del Ap4A. En este sentido,
es importante sefialar que Ap4A es un dinucleétido que presentade cuatro fos-
fatos que, en pH neutro, aportan cuatro cargas negativas (Pintor et al., 1996).
Este podria ser el motivo por el que las lentes con carga ionica, también con
carga negativa, puedan repeler al Ap4A. Esto puede producir dos efectos in-
deseables, ya sea una mala carga del dinucledtido o /'y una liberacién rapida
de la lente debido a la repulsion entre los las cargas negativas de Ap4A y el
material de lente de contacto.

Otra diferencia importante entre ambas lentes de SiH es la presencia
de un tratamiento superficial de oxidacién de plasma en la lente i6nica
Balafilcon A, que no esta presente en la lente no iénica comfilcon A. Estos tra-
tamientos de plasma se han aplicado a la primera generacion de lentes de con-
tacto de SiH con el fin de contrarrestar la naturaleza hidréfoba de los restos de
siloxano. Este aspecto también podria desempefiar un papel en la cinética de
absorcion y liberacion del Ap4A.

Hay numerosos estudios in vitro sobre la administracion de farmacos
desde LC, pero no hay tantos in vivo evaluando comportamiento de liberacién
de dichos farmacos. El conejo de Nueva Zelanda y el perro Beagle son los mo-
delos mas utilizados para los estudios in vivo de liberacién de farmacos desde
lentes de contacto. (Tieppo et al., 2012; Xu et al., 2011; Schultz and Morck,
2010). Los estudios iniciales pretendian estudiar todas aquellas lentes que se
habian valorado in vitro también in vivo. Sin embargo, las lentes de contacto
de hidrogel son dificiles de adaptar a los conejos se secan a la primera hora del
porte y la membrana nictitante del animal expulsaba la lente del ojo.
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Figura 12. Efecto del Ap4A sobre la secrecién lagrimal a lo largo del tiempo,
comparando la aplicaciéon tépica y el empleo de lentes de contacto cargadas con
el dinucledtido.

Los estudios que se han realizado con las otras lentes han demostrado
qgue el comfilcon A, un SiH no iénico, puede mantener la concentraciéon de
Ap4A en la lagrima del conejo en torno al 2 uM (valor establecido como una
concentracion necesario aumentar lagrima secretion) durante 60 min, en com-
paraciéon con 5 min que permanece la administracion tépica. El efecto de Ap4A
liberado de las lentes de material comfilcon A, un SiH no idnico, durd mas de
300 minutos, 5 veces mas en comparacion con el tiempo de presencia del Ap4A
la superficie (figura 12).

En cuanto a que mecanismo es el que pone en marcha el dinucleétido
Ap4A, todo indica que es la activacion de los receptores purnérgicos de tipo
P2Y2. Parece pues que los receptores P2Y2 presentes en la glandula lagrimal
principal y accesorias (Cowlen et al., 2003) son estimulados por el Ap4A y este
efecto se mantiene aun cuando los niveles del dinucleétido han disminuido en
la superficie ocular. Por lo tanto, el dinucleétido puede actuar sobre la glandula
lagrimal para inducir la secreciéon lagrimal (Peral et al., 2008; Pintor et al., 2004).
En este sentido, el dinucleétido puede proporcionar una gran comodidad en
los pacientes con sequedad ocular y podria ser particularmente util para
prevenir el disconfort por el porte de las propias lentes de contacto. Sin em-
bargo, es necesario ser cuidadoso con la extrapolacion de estos resultados in
vivo obtenidos en modelos animales, ya que exiten diferencias obvias que po-
drian afectar a la tasa de liberacion del dinucleétido. La diferencia mas impor-
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tante es la frecuencia de parpadeo, menor en conejos, (Maurice, 1995), sobre
todo teniendo en cuenta su papel en la liberacion natural de Ap4A (Peral et
al., 2006), asi como en el porte de la LC. En este sentido, es necesario obtener
resultados con seres humanos, ya que parpadean mas a menudo lo que permite
niveles tonicos mas altos del Ap4A debido a la estimulacion mecanica durante
el parpadeo en si (Peral et a., 2006).

Queda aun un largo recorrido por realizar donde entre otros experi-
mentos se requerird una investigacion profunda para ver como afecta la con-
centracion del nucledtido en los procesos de carga y de liberacion.

Resumiendo, es posible utilizar lentes de contacto comerciales como
sistemas de administracion para moléculas que inducen la seccién lagrimal. Los
experimentos realizados con la molécula Ap4A demuestran que su liberacion
es mas lenta y su accién mas eficaz y duradera cuando en lugar de ser instilada
es liberada desde una lente de contacto. Esta perspectiva es de gran interés,
puesto que no solamente se puede emplear para la liberaciéon de farmacos con
acciones en la superficie ocular sino que puede emplearse para administrar far-
macos con dianas intraoculares para patologias como el glaucoma, las catara-
tas o la degeneracion macular.
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CONCLUSIONES

Aunque el avance del conocimiento es sin duda la clave del desarrollo
cientifico y tecnoldgico, también es obvio que no basta por si mismo para trans-
formar el mundo. Una parte importantisima de la actividad cientifica esta de-
dicada enteramente en convertir las grandes ideas en no menos grandes apli-
caciones que mejoran la vida de las personas y generan crecimiento econémico.

Buscar nuevas aproximaciones farmacolégicas para las patologias
oculares es un reto que no solo se queda en el ambito de la investigacion sino
gue ademas tiene una trascendencia muy importante a nivel social. Las enfer-
medades que he relatado en el presente discurso, son sin duda alguna impor-
tantes por cuanto en la mayoria de los casos son incapacitantes y potencial-
mente pueden llevar a producir ceguera.

Quiero simplemente para terminar comentar que la ilusién y el empefo
gue me ha movido a investigar en todos estos temas tienen su origen en mi es-
piritu aventurero, que a diferencia de los personajes de Julio Verne, que tanto
lefa de nifo, no tienen su escenario en el mundo visible sino en el mundo de lo
gue no se puede ver. He cambiado los paisajes del mundo y los viajes en globo
o en cohete de Julio Verne, por las exploraciones con mi microscopio y mis viajes
como si fuera un rayo de luz por el interior del o0jo.

Y si se me permite y parafraseando al Capitan Nemo en una de sus
frases de la novela 20.000 Leguas de Viaje Submarino, me gustaria decir:

“...Mientras Dios no se encargue de esta gente, me encargare yo..."

He dicho.
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Excmo. Sr. Presidente,
Excmas. y Excmos. Senoras y Sehores Académicos,

Serioras y Senores,

Como miembro de esta Real Academia Nacional de Farmacia del Ins-
tituto de Espafia me cabe hoy, y ahora, el privilegiado encargo de contestar al
discurso de ingreso como Académico de Numero, en tan docta corporacion,
del Doctor Jesus Pintor Just, elegido en Junta General el dia 19 de diciembre
de 2013 para ocupar la medalla nimero 36, en la que tan honrosamente le
precedié el Excmo. Académico don Gaspar Gonzalez. Me resulta especialmente
gratificante este honroso cometido pues aunque la brillante personalidad y lo-
gros cientificos y académicos del Dr. Pintor Just son de sobra conocidos por los
aqui presentes, este acto me permite resaltar los méritos que avalan su trayec-
toria vital y profesional, que me propongo sean absolutamente exactos, aun a
sabiendas de mi afecto. De igual modo no quisiera que estas palabras se inter-
preten como un encargo rutinario, pues son profundamente sentidas.

Su trayectoria vital.

Permitanme mencionar algunos datos de la biografia del Dr. Pintor
Just. Nacié en Vigo el 26 de diciembre de 1964. No es de extrafar que uno de
sus poetas predilectos sea Martin Codax y especialmente su poema ¢Ondas do
mar de Vigo, se vistes meu amigo? Sus padres Jesus Pintor y Maria José Just, y
su hermano Luis lo rodearon de carifo y afecto. Siempre fueron conscientes de
su vocacion por la ciencia y siempre se mostraron orgullosos de él. Mencionaré,
ademas, que su padre empleado de banca, es también un apasionado de la
historia del cine, a quien recurren los cinéfilos en busca de informacién. La vena
familiar de la quimica y la farmacia le viene por via materna y se remonta a su
bisabuelo que fue quimico-farmacéutico en Madrid y regent6 la farmacia de la
calle Serrano esquina con la calle Padilla a principios del siglo XX, despla-
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zandose entre los anos 1920-30 a Santander donde fue el Director Técnico del
Laboratorio Farmacéutico, Pérez del Molino.

Todos los amigos y compafieros del Dr. Pintor destacan entre sus mu-
chas cualidades su afabilidad y facilidad para hacer amistades y conservarlas a
lo largo de muchos afos. Esta caracteristica le viene desde muy temprana edad,
de alguna de ellas he tenido conocimiento en mi refugio galaico, en Carballifio,
cuando el Dr. Pintor realiza alguna visita veraniega acompanado de su “pefia
de Vigo”. Descubri que esta indestructible hermandad se fragué durante su
etapa de educacion infantil, antes denominado parvulario, en el Colegio Ale-
man de Vigo del que conserva la mayoria de sus amigos en la actualidad.

Siguiendo su trayectoria, es en tercer curso de bachillerato, BUP, cuan-
do descubre la Bioquimica como una disciplina fascinante para explicar cémo
es la vida, y surge el embrién de su vocacion cientifica. Lo que de nuevo nos
confirma la importancia que tiene una educacion secundaria de calidad.

Inicia sus estudios de la licenciatura de Biologia en la Universidad de
Vigo y tiene la suerte de ser alumno de un excepcional profesor de bioquimica,
el quimico organico Antonio Ibafez Paniello, quien orienta definitivamente su
vocacion hacia la Bioguimica. La universidad de Vigo por aquel entonces no
tenia la especialidad de Bioquimica y al finalizar tercer curso consigue convencer
a su padre para venir a Madrid. Viene a la Universidad Complutense para hacer
4°y 5° y se encuentra que no hay equivalencia de planes de estudio, entre
Galicia y Madrid, y tiene que cursar al mismo tiempo asignaturas de primer curso
que se impartian entre las facultades de Quimica y Biologia. Es facil de imaginar
la dificultad afadida, con el auténtico lio de aulas, facultades y asignaturas. Lo
gue nos hace reflexionar sobre la necesidad de armonizar planes de estudio y
contenidos curriculares sin dejarlos al arbitrio de cada Universidad, sobre todo
ahora que estamos en Europa.

Mientras realiza sus estudios de licenciatura se incorpora como alumno
interno al laboratorio del departamento de Biogquimica y Biologia Molecular IV
gue por aquel entonces yo dirigia. Me lo envi6 el Profesor Gavilanes, con una
recomendacion, “es trabajador, es inteligente, tiene mucha imaginacion, esta
ansioso por trabajar en un laboratorio, pero controlalo”. En efecto, el Dr. Pintor,
Suso, se incorpord de inmediato al laboratorio, se apasiond por las técnicas de
cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC, midiendo con técnicas de gran
nivel y precision las actividades enzimaticas de ecto-nucleotidasas, enzimas de
la cara externa de la membrana plasmatica, que por entonces nadie estudiaba
y eran unas desconocidas. Sefialar que era un virtuoso de los cromatogramas,
siendo los mas perfectos que habia visto jamas. Cuidadoso, perfeccionista, po-
niendo las manos al servicio de su inteligencia, la verdad es que era un diamante
pulido.
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No comprendi el significado de la palabra “contrélalo” que el Profesor
Gavilanes habia deslizado entre los multiples elogios hasta un dia de mayo en
el que el joven investigador, Suso, tenia que realizar el examen de biotecnologia,
ultima asignatura de su licenciatura; tan absorto estaba con los resultados de
sus experimentos que se olvidd por completo de asistir al examen. Seguramente
todavia resuenan en sus oidos la larga serie de lindezas, algunas en gallego, que
le dirigimos, con la consecuencia de que no podria volver a pisar el laboratorio
hasta que no hubiera desecho el entuerto. Finaliza su licenciatura el 22 de Junio
de 1989, precisamente el dia del cumpleanos de su madre. El trabajo que estaba
realizando, objeto de la regafina, era la primera publicacién de su prolifica ca-
rrera investigadora, se envié a publicar un mes mas tarde de finalizar su licen-
ciatura, saliendo publicado al inicio del afio siguiente, 1990, en los Archives of
Biochemistry and Biophysics , siendo el primer autor.

Realiza la Tesis Doctoral con una beca del plan de formacién de pro-
fesorado, procediendo a su lectura el dia 27 de septiembre de 1993, exacta-
mente 13 afios antes de que naciera su hijo Javier. Su tesis fue calificada de so-
bresaliente cum laude y lleva por titulo: Los diadenosina polifosfatos nuevos
transmisores del sistema purinergico: localizacion, receptores y funcion. El tra-
bajo presentado era una reorganizacién del contenido de 12 articulos publica-
dos en revistas internacionales de los cuales era primer autor en nueve de ellos
y datos adicionales no publicados que se enviaron posteriormente. Ademas
antes de leer su tesis realizé dos estancias predoctorales, una en la Universidad
Johann Wolfgang Goethe de Frankfurt, Alemania en 1990, con el Prof. Herbert
Zimmermann y otra en el Bogomoletz Institute de Kiev, Ucrania en 1992 con
el Profesor Oleg Krishtal de ambas estancias se publicaron trabajos de colabo-
racion muy citados. Posiblemente Bach influyo en su productividad y en la ar-
monia de sus resultados ya que solia realizar sus experimentos mezclados con
los acordes de los grandes compositores del barroco y del romanticismo. Eso
si, a todo volumen y hasta bien entrada la noche. Excepto los dias en que salia
temprano para arbitrar, pues el Dr. Pintor era arbitro nacional e internacional
de Hockey sobre hierba, que es un deporte por el que siente pasion y practicd
desde 1980 hasta el aflo 2006 en que nace su hijo.

La etapa postdoctoral la realiza en el University College de Londres en
1994, con el profesor Geoffrey Burnstock, gracias a una beca para el extranjero
de la Fundacién Ramoén Areces, que eran y son de las mas elitistas y exigentes
de este pais. Este fue su primer contacto con la fundacién de la que se puede
considerar casi un hijo adoptivo. Fue una etapa muy fructifera del Dr. Pintor,
no solamente por la abundante produccién cientifica, siete publicaciones inter-
nacionales firmadas con el Padre Fundador del Area Purinérgica, el Profesor Ge-
offrey Burnstock, sino también porque fue capaz de montar y hacer funcionar
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todos los equipos de HPLC y otros muchos del Instituto de Investigacion del
University College. Con esto afirmo, que es ademas un manitas capaz de poner
en funcionamiento los equipos mas complejos y hacerles un pequefio “apafio”
para adaptarlos a nuevas técnicas, o como es el caso mas reciente reinventarlos
para superar las precarias economias de tiempos de crisis. Claro esta que este
valor afadido se convierte en indispensable para todo laboratorio innovador.
Durante su estancia londinense, sigue practicando deporte y ejerciendo de ar-
bitro de hockey siendo muy solicitado, pues por su forma de ser se convirtid
en indispensable para arbitrar los partidos entre pakistanies, hindues o entre
diferentes etnias o creencias religiosas. Lo cual vista la situacion actual deberia
de ser considerado como un mérito y virtud indispensable para mediar en si-
tuaciones delicadas.

Antes de destacar su trayectoria docente e investigadora permitanme
destacar otro aspecto, se casd en 1998 con Asuncion Peral, que le ayudaria a
formar el grupo de la por aquel entonces Escuela de Optica y Optometria, tan
productivo e importante en farmacologia y fisiopatologia ocular y madre de su
hijo Javier. Se fueron de viaje de novios a Jordania, visitando Petra y otras
muchas ruinas, pues el Dr. Pintor es un apasionado del arte y la cultura de Me-
sopotamia, con todas las civilizaciones que ahi han florecido. Una de las
ilusiones y deseos que le faltan por cumplir es poder visitar el zigurat de Ur.
AUn conservo una pequefa tablilla de arcilla que me regalaron, que se supone
es el primer alfabeto, y ahora cuando la tengo entre mis manos, desearia de
todo corazoén que la ilusion del Dr. Pintor se cumpla pues supondria que todavia
podremos disfrutar en el futuro de las construcciones de esas poderosas civili-
zaciones que entre unos y otros estan destruyendo sin piedad, sin tener en
cuenta que son: la cuna de la transcripcion alfabética, de las matematicas, de
las leyes escritas, de la prediccion de los ciclos naturales con la observacion de
las estrellas, del origen de nuestra agricultura y ganaderia y de las aleaciones
de metales, ademas del hierro. Un cierto paralelismo existe en la Cancién a las
Ruinas de Italica de Rodrigo Caro:

Estos, Fabio, jay dolor!, que ves ahora
campos de soledad, mustio collado,
fueron un tiempo lItalica famosa.

joh fabula del tiempo, representa

cuanta fue su grandeza y es su estrago!
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Los pensamientos de nostalgia le duran poco al Dr. Pintor, pues es una
persona vitalista, se enfrenta de cara a los problemas y me admira porque siem-
pre conecta con la gente y piensa en positivo de todos los seres humanos. Asi,
unida a su pasion por la historia antigua, le gusta la literatura fantastica y de
modo especial Julio Verne, sin olvidar que sus poetas predilectos, debia de
haber dicho poetisas son Rosalia y la que fue su profesora de literatura en ba-
chillerato, Luz Pozo, actualmente miembro de la Academia de Galicia. Sin ol-
vidar que se ha reciclado en literatura infantil, pues disfruta contandole cuentos
a su hijo y llevandolo a todo tipo de exposiciones, sobre todo de aviones y bar-
cos, en los que se ha convertido en un experto, sin olvidar el manejo del
pequefo microscopio que le ha regalado.

Al Dr. Pintor no se le puede aplicar el verso de Rosalia: No subas tan
alto, pensamiento loco, pues todo lo que piensa tiene la virtud de convertirlo en
algo real y seguramente apasionante. Es un optimizador nato y capaz de convertir
algun laboratorio que bien podria ser un desierto, en un espléndido vergel. El Dr.
Pintor no se queja, se pone manos a la obra, afila las neuronas y construye.

No quiero dejar pasar una faceta importante del Dr. Pintor, su
exquisito sentido de la estética. Muchos de Ustedes lo habran constatado en
las conferencias que ha impartido en esta Real Academia. Puedo asegurarles
gue en los congresos internacionales nadie se olvida de asistir a las conferencias
de Suso, asi le llaman todos, pues van a disfrutar de la buena ciencia, bien en-
vuelta y con comprension asegurada, ya que es un excelente comunicador. Lo
mismo ocurre en sus clases del dia a dia docente, o en las ilustraciones para
sus articulos cientificos. La estética es un valor afiadido y si acompafia a la
buena ciencia la hace mas atractiva y se difunde mejor.

Finalizo este apartado sefialando que el Dr. Pintor es actualmente Ca-
tedratico de Bioquimica y Biologia Molecular en la nueva Facultad de Optica y
Optometria y es muy aleccionador seguir los pasos de su actividad docente e
investigadora que desarrollaré en el préximo capitulo.

Comentarios a su actividad docente e investigadora.

Méritos docentes

El Dr. Pintor es un docente excepcional que entusiasma a sus alumnos
y ha recorrido todos los estamentos de la carrera docente, desde ayudante a
catedratico.

Cuando finaliza su tesis doctoral en 1993, obtiene una plaza de pro-
fesor ayudante en la entonces Escuela de Optica y Optometria que durara hasta
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1995, pues era una seccion del Departamento de Bioquimica y Biologia Mole-
cular IV. En 1998 obtiene un puesto de Profesor asociado a tiempo completo.
En 2002 obtiene por oposicion la plaza de Profesor titular de la Escuela Univer-
sitaria de Optica, y en 2005 Profesor Titular de Universidad. En esta etapa le
nombran Subdirector de la Escuela de Optica y Optometria y dedica un gran
esfuerzo a conseguir nuevos espacios de investigacion acondicionados y mo-
dernos, que cuajaron como excelentes laboratorios de investigacion, lo que
consigue a través de Fondos FEDER. Otro de sus grandes objetivos en esta etapa
fue tratar de conseguir que la titulacién se homologara a las titulaciones euro-
peas e impartiera un master de calidad. Eran frecuentes sus viajes a todos los
rincones de la Europa Comunitaria para armonizar con Bolonia, o conseguir
que las reuniones se celebraran aqui. Lo consiguid, hoy dia en su centro se im-
parte el grado, un master de calidad e instalaciones adecuadas con buenos la-
boratorios de investigacion, donde se han leido multiples tesis, y los doctoran-
dos proceden de muy diferentes partes del mundo. Resueltas todas esas
batallas con éxito, actualmente ya no es la Escuela sino la Facultad de Optica
y Optometria de la UCM, de la que es Catedratico desde 2011.

En estos 21 afos de docencia ininterrumpida, el Dr. Pintor, ha
impartido 18 asignaturas diferentes, entre grado, postgrado, master y doctora-
dos. Un apartado importante de su labor docente ha sido y es la direccion de
tesis doctorales, habiendo dirigido 14, junto con trabajos fin de carrera y de mas-
ter, y en la actualidad esta dirigiendo otras 3, teniendo doctorandos de otros
paises y continentes. El Dr. Pintor es el clasico docente/ investigador que no com-
prende la investigacion separada de la docencia y de la necesidad de transmitirla,
pues nuestra ciencia es algo vivo y palpitante que avanza a la velocidad en que
cuaja el pensamiento en experimentos concretos. Este aspecto de la velocidad
a la que avanza la ciencia la dejé reflejada un decano de la facultad de medicina
de Harvard, cuando en el discurso de graduacién a los nuevos profesionales les
exhorto a sequir estudiando y en contacto con los avances de su profesion, con
las siguientes palabras: No olvidéis que la mitad de lo que os hemos ensefiado
es falso, pero no sabemos de qué mitad se trata. Yo afadiria, que esto es abso-
lutamente cierto pues desconocemos los escenarios futuros en que desarrolla-
remos la actividad profesional y esos cambios aunque paulatinos requieren de
nuevos conocimientos y de adaptacion. Este proceso necesita complices, en el
mejor sentido de la palabra, que no son otros que docentes investigadores ilu-
sionados y capaces de otear el futuro.

Méritos investigadores

Resumir el Curriculo investigador del Dr. Pintor no es tarea facil.
llustrar con algunos nimeros los principales méritos recogidos en su curriculo
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es un punto de partida, pero las cifras y nUmeros, aunque valiosos, no dan una
idea exacta del valor de sus hallazgos y méritos:

Ha sido y es investigador principal de 15 proyectos de investigacion
competitiva a nivel nacional e internacional y de otros 15 en proyectos nacio-
nales e internacionales competitivos, como miembro del equipo investigador.

Ha sido y es investigador principal de 14 convenios nacionales e inter-
nacionales de desarrollo de proyectos innovadores. El primer contrato lo firmé
en el afio 2000, con el laboratorio farmacéutico americano —Inspire Pharma-
ceuticals— titulado: New substances lowering intraocular pressure: novel com-
pounds for the treatment of ocular hypertension, con una duracion de tres afios
y una cuantia de 300.000 euros de la época. Desde entonces ha firmado otros
muchos, siempre asociados al desarrollo de alguna de las multiples patentes re-
gistradas. Ya que es cada vez mas importante poner en valor las ideas y los des-
cubrimientos realizados, y el Dr. Pintor es consciente de ello. Este es el motivo
de patentar sus descubrimientos, o bien el modus operandi conocido actual-
mente como “know-how". En la actualidad alcanzan un numero de 22, y de
ellas 8 son patentes mundiales. La Ultima todavia en liza es la administracion
de ciertos farmacos para el tratamiento de glaucoma, u otras patologias ocu-
lares, mediante las lentes de contacto con liberacidon retardada.

En los 24 anos de carrera investigadora, que abarcan desde 1990
hasta 2014, las publicaciones cientificas alcanzan un total 181 en revistas in-
ternacionales indexadas y 22 capitulos de libros, que han recibido un total de
3.250 citas y resultan en un indice de Hirsch de 34, lo que es un valor muy alto
para cualquier investigador y cuanto mas si todavia no ha cumplido los 50 afios.

Creo que el Dr. Pintor ha hecho suya la frase de José Ortega y Gasset:
“Ciencia es todo aquello sobre lo cual siempre cabe discusion” y participa plena-
mente en el debate de la ciencia a alto nivel en todos los foros nacionales e in-
ternacionales. Por ese motivo, sus publicaciones estan recogidas en las mejores
revistas de su especialidad y pertenecen en su inmensa mayoria al primer cuartil
o primer decil. Asi en el area de Farmacologia son numerosas sus publicaciones
en el British Journal of Pharmacology, Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, European Journal of Pharmacology, Expert Opinion in Drug Disco-
very, Journal of Medicinal Chemistry, Current Medicinal Chemistry, Molecular
Pharmacology, Neuropharmacology, Pharmacogenetics and Genomics, Pharma-
cology and Therapeutics, etc. En el &rea de investigacion Oftalmoldgica destacan
las siguientes revistas, Experimental Eye Research, Investigative Ophtalmology&
Visual Sciences, Current Eye Research, etc. En el &rea de Bioquimica y Neurocien-
cias estan entre otras, Journal of Neurochemistry, Journal of Pineal Research, Pu-
rinergic Signaling, Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, Bone, Bio-
chemical Pharmacology, Journal of Membrane Biology, Archives of Biochemistry
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and Biophysics, Life Sciences, FEBS Letters, Analytical Biochemistry, Neuroscience,
Journal of Biological Chemistry, JBC, Diabetes, FASEB Journal, Journal of Physio-
logy London, PlosOne etc...

La gran labor de investigacion del Dr. Pintor se ha desarrollado en di-
ferentes frentes. Al comienzo, en su etapa predoctoral y post-doctoral tempra-
na, se centré en el estudio de los diadenosina polifosfatos que habian sido des-
cubiertos en mi laboratorio unos ahos antes en vesiculas neurosecretoras. El Dr.
Pintor amplia y enriquece el area, pues demuestra su secrecion de tejidos ner-
viosos y neuroendocrinos, su presencia en perfusion cerebral in vivo y la exis-
tencia de receptores presinapticos, en una serie de articulos que siguen siendo
punto de partida y por lo tanto ampliamente citados. Al afio siguiente de leer
su tesis, en 1994, le conceden el premio de “Honorary Young Lecturer” de la
European Society for Neurochemistry que ademas del diploma acreditativo, in-
cluia la invitacién con todos los gastos pagados para impartir una conferencia
en el 10° Congreso de la European Society for Neurochemistry (ESN) que se ce-
lebrd en Tel Aviv (Israel) (1994).

Los diadenosina polifosfatos le han seguido acompanando durante
toda su carrera investigadora, hasta la actualidad, y siempre le han dado mucha
suerte. Ha demostrado su presencia en la lagrima, sus patologias asociadas y sus
poderosos efectos sobre la presiéon intraocular y la re-epitelizacién corneal. Pos-
teriormente inicia y amplia las actividades de los dinucledtidos a otros receptores,
de la familias ionotrépicas P2X y metabotrépicas P2V, y las propiedades de estos
receptores expresados en células transfectadas al disponer de las correspondien-
tes construcciones en DNA plasmidicos. Una vez en la Escuela, ahora Facultad de
Optica y Optometria comienza el estudio sistemético de estos compuestos y asi-
mila la secrecion lacrimal con una cierta analogia a la secrecién neural o neuro-
endocrina. En efecto los dinucleétidos y otros muchos nucleétidos son secretados
en la lagrima y el Dr. Pintor fue poco a poco desvelando todo su potencial tera-
péutico y de diagnostico, desde glaucoma 1998, al tratamiento de ojo seco 2000.

Inicia seguidamente una nueva area en donde asocia los diversos nu-
cleétidos con la melatonina y sus derivados viendo los efectos sobre la re-epi-
telizacion corneal en el afio 2002. En el afo 2003 abre un nuevo frente con el
estudio de la acondroplasia y distintas vias para abordar su tratamiento con
aproximaciones muy originales. No desdefa las nuevas tecnologias como he-
rramientas poderosas y aplica los RNA interferentes a los tratamientos de glau-
coma, 0jo seco etc... Es de destacar que todos estos resultados que cuajan en
excelentes publicaciones, lo hacen también como patentes.

Resulta l6gico que una persona tan emprendedora como el Dr. Pintor
pronto viera la posibilidad de crear una empresa de base tecnoldgica sobre todo
cuando en el afo 2004 fue el Ganador del sequndo Concurso de Ideas Spin-

78



Off de Investigacion Madri+d en el area de biotecnologia de la Comunidad de
Madrid, para la creacién de una empresa. El Titulo del proyecto fue: “Asesoria
de investigacion farmacoldqica: al servicio de otras empresas” (2004). En el afio
2005 funda la comparnia de base tecnolégica OcuPharm Diagnostics, que pro-
porciona servicios a universidades, centros de investigacion y compafias bio-
tecnoldgicas y farmacéuticas que sirven de apoyo a los estudios de ciencia
basica y preclinicos relacionados con la evaluacion de farmacos, estudios bio-
quimicos, farmacoldgicos y fisioldgicos para el ojo y sus patologias. Entre sus
principales clientes estan el grupo de la Dra. Bilha Fisher de la Universidad Bar-
lllan y la Dra. Pnina Fishman de la compania Can Fite Biopharma de Petach-
Tivka, ambas en Israel. En ese mismo afo 2005, entra como Académico corres-
pondiente en la Real Academia Nacional de Farmacia, colaborando en todo
momento y desarrollando su labor sin escatimar esfuerzo. A esto se suma que
ha sido el Ganador del IV concurso de patentes de Madri+d por la Mejor Pa-
tente. Titulo del patente: “Uso de nucledtidos y dinucledtidos para el tratamien-
to de infecciones en la superficie ocular” (2007).

No he comentado que sus participaciones en congresos son muy nu-
merosas y es un invitado constante en los congresos Internacionales Purinérgicos
a impartir conferencias, como ha sido el caso de los de Japén 2012 y de Bonn
2014y en todos los anteriores. Es un invitado en todos los congresos mundiales
de ARVO que se celebran normalmente en Florida todos los afos en el mes de
Mayo, y donde se detallan los ultimos avances en oftalmologia. Otras muchas
invitaciones a congresos de bioquimica, neurociencias y farmacologia, son las que
recibe el Dr. Pintor, por ello animo a los presentes a curiosear en su curriculum
vitae, pues da una idea de su enorme esfuerzo, pero también del aprecio que
profesan sus colegas al buen hacer y la buena ciencia que le acompafan.

Finalizaré diciendo que es evaluador y pertenece a diversos comités
cientificos nacionales e internacionales. Siendo Editor de la revista Purinergic
Signalling desde su fundacién y del Autonomic Nervous System y evaluador de
la mayoria de revistas del area.

Como dicen los poetas gallegos del grupo Brétema (Niebla):

guen mais semente, mais sega,
quen mais seque, mais leva,

0 home que non traballe,
lévalle o demo a colleita.

El que mas siembre mas siega
El que mas siegue mas lleva
El hombre que no trabaje
Lleva el diablo su cosecha.
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El Dr. Pintor es un sembrador de ideas, tiene el don de sembrar en el
tiempo adecuado, no se detiene ante las dificultades y no renuncia nunca a re-
coger los frutos y darles el valor que merecen.

Comentarios a su discurso de ingreso

En su discurso de ingreso el Dr. Jesus Pintor nos ha mostrado su amplia
experiencia y conocimiento en un tema de gran trascendencia para esta Real
Academia Nacional de Farmacia, que él ha titulado «Sobre la busqueda de
nuevas aproximaciones farmacoldgicas para el tratamiento de las pato-
logias oculares».

En el cual deja constancia de la importancia de la ciencia basica para
comprender el funcionamiento del érgano visual, su complejidad anatdmica y
funcional. Haciendo hincapié en las nuevas posibilidades de desarrollo farma-
coldgico derivadas de los compuestos sefalizadores descubiertos en las estruc-
turas visuales y su relevancia en las patologias asociadas.

Comienza su discurso con una brillante exposicion de las ventajas evo-
lutivas que adquirieron los organismos vivos capaces de detectar la luz que van
desde los unicelulares como el alga Euglena, a los platelmintos, los crustaceos
y toda la escala de radiaciones capaces de ser detectadas, incluyendo la luz po-
larizada de las mantis del mar, denominacién que reciben por su apariencia se-
mejante a las Mantis religiosas, insectos depredadores y voraces.

La estructura ocular de los animales superiores, sobre todo la humana
fascind durante siglos a los fildsofos naturalistas, anatémicos y médicos desde
hace mas de 2.500 anos. Muchos filésofos antiguos entre ellos Platon y Empé-
docles entre otros, afirman que la vista es de fuego. Esta concepcion ignea del
ojo fue criticada por Aristoteles, en su libro de Sensu, y Teofastro en el suyo ti-
tulado, de Sensibus, defendiendo la naturaleza acuosa del ojo y la importancia
de que el medio acuoso sea transparente. Una excelente y documentada revi-
sién sobre estos escritos ha sido realizada por Javier Aguirre. (2012), en su ar-
ticulo “la critica de Aristoteles y Teofastro a la concepcion del ojo igneo”.

Ya en tiempos de Roma, Galeno describe muchas de las propiedades
del ojo, siendo el transmisor del conocimiento de los anatomistas de Alejandria.
Galeno hace especial referencia al cristalino, como elemento indispensable de la
vision y la interferencia que suponian las cataratas en el paso de la luz. El trabajo
de Galeno fue recogido por los grandes médicos de la cultura arabe y sobre todo
por Hunayn lbn Ish (809-877), quien realiza el primer estudio cientifico del ojo
con dibujos anatémicos de gran precision. Un excelente trabajo histérico muy
bien documentado ha sido realizado por el Dr. Juan Murube (2007).

80



El ojo, y su estudio anatémico, no fueron ajenos a la curiosidad de
uno de los grandes cientificos y pensadores del Renacimiento, Leonardo da
Vinci (1452) quien en su documento Dell” occhio, nos deja, no solo datos cien-
tificos y los estudios anatémicos mas perfectos hasta el momento, sino también
algunas de las frases mas repetidas en la literatura referentes a nuestros ojos
(edicion 1993), (Heitz 2009).

Como curiosidad esta la descripcion de como hacer cortes del 0jo sin
perder su contenido, que ilustra bien las soluciones imaginativas en ausencia
de los sofisticados sistemas de que disponemos hoy en dia.

“Al hacer la anatomia del ojo, para poder ver bien el interior sin de-
rramar el humor acuoso, tenemos que colocar todo el ojo en clara de huevo y
cocerlo hasta que se solidifique, para luego cortar el huevo y el ojo transver-
salmente, de suerte que no se derrame nada de la parte seccionada”.

Resulta casi enternecedora una descripcion tan sutil y tan eficaz, ana-
loga a los bloques de inclusién utilizados en la preparacion de cortes
anatomicos actuales para la microscopia electrénica, aunque estos son mas re-
sistentes.

La descripcion del ojo en clave poética y funcional de Leonardo, en
este libro, es también uno de los fragmentos mas repetidos por su belleza y
contenido:

«El ojo, que es la ventana del alma, es el drgano principal por el
que el entendimiento puede tener la mas completa y magnifica vision de las
infinitas obras de la naturaleza.

¢No vemos acaso que el ojo abarca la belleza de todo el universo...?
Asesora y corrige todas las artes de la humanidad...Es el principe de las mate-
maticas, y las ciencias que en él se fundan son absolutamente ciertas. Ha
medido las distancias y la magnitud de las estrellas. Ha descubierto los elemen-
tos y su ubicacion... Ha dado luz a la arquitectura, la perspectiva y el divino arte
de la pintura. ;Qué alabanzas pueden hacer justicia a su nobleza?

Setenta y tres afos mas tarde que Leonardo, nacia en Amusco, cerca
de Palencia, Juan Valverde de Amusco (c-1525), quizas el anatomista mas im-
portante del siglo XVI en Espafa. Seguidor de Vesalio, decide trasladarse a Italia
para mejorar su conocimiento cientifico y poder efectuar disecciones con mayor
libertad. Escribe un magnifico tratado sobre: “Historia de la composicion del
cuerpo humano” que fue impreso en Roma en 1556, con un gran numero de
ilustraciones, que fueron ademas las primeras impresas. Se hicieron numerosas
reimpresiones del libro hasta el siglo XVIIl'y entre los aspectos que nos interesan
se encuentra la descripcion de los musculos que mueven el ojo y el curso de
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los vasos que los irrigan, asi como su entrada al cerebro, las que conocemos
como arterias carétidas, y los primeros atisbos para comprender la anatomia
del cerebro. Una excelente publicacion recogiendo su legado ha sido realizada
por Martin-Araguz et al. (2001) y de ella he tomado la informacién.

El ojo y los mecanismos de la vision han seguido fascinando a los in-
vestigadores de todos los tiempos, por su perfecta integracién y la necesidad
de la estructura compleja intacta para realizar el proceso. Comenta el Dr. Pintor
los problemas evolutivos y la dificultad que tenia Darwin para explicar su origen
y evolucion, claro esta que el gran pensador y naturalista inglés desconocia en
aquella época los pigmentos visuales y su apariciéon tan temprana entre los or-
ganismos Vivos.

En nuestros dias las estructuras oculares, sobre todo la retina, son objeto
de un estudio en profundidad tratando de paliar o restaurar su funcién. Falta to-
davia mucho para que se vendan en el mercado negro los ojos de disefio obte-
nidos por ingenieria genética y posiblemente Blade Runner no se movera por las
calles de los Angeles en el afio 2019. Necesitara, sin duda, algo mas de tiempo,
pero los ultimos hallazgos con células embrionarias pluripotentes y células repro-
gramadas capaces de incorporarse a la arquitectura funcional de la retina, han
abierto el camino hacia la reparacion en los casos de degeneracion retiniana, una
de las causas de ceguera mas importantes en el mundo occidental.

Entrando en la parte central de su discurso el Dr. Pintor centra su aten-
cion inicialmente en la superficie ocular, aquella que por estar expuesta es la
que puede sufrir mas agresiones por alteraciéon del medio ambiente. Se con-
centra en el estudio de la ldgrima como elemento indispensable para nutrir, hu-
medecer y eliminar materiales extrafios de la superficie ocular y como sus alte-
raciones estan implicadas en muchas de las patologias oculares.

Ciertamente el Dr. Pintor saca petréleo de la lagrima. Pues aplicando
las tecnologias de cromatografia de alta resolucién, HPLC, encuentra en la com-
posicion lacrimal multiples nucledtidos y dinucledtidos, nunca antes descritos,
siendo capaz de asociarlos a aspectos fisiolégicos y patoldgicos concretos en
los trabajos posteriores de su grupo. En el afo 2002 en la revista alemana Pflu-
gers Archives, describe por vez primera la presencia de diadenosina polifosfatos
en las lagrimas, lo que constituyé un verdadero hito, pues hasta aquel
momento solamente habian sido descritos en vesiculas de secrecidon neuroen-
docrinas y neurales (Pintor et al.2002, a, b). Los poderosos efectos reportados
para estos compuestos y otros nucleétidos sobre la secrecién lacrimal y su com-
posicion abrieron una nueva linea de trabajo, como muy bien ha sefialado el
Dr. Pintor en su discurso, hasta llegar al mas reciente en que al mas puro estilo
de nuevo galeno biotecnolégico desarrolla el modo de administrarlos incluidos
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en lentes de contacto blandas (Guzman-Aranguez et al. 2013). Es posible que
sea por el contagio de esta Real Academia.

Todavia mas reciente, pues solamente ha aparecido la version electré-
nica de su trabajo, el Dr Pintor ha resuelto el enigma de las bases moleculares
para que el compuesto diadenosina tetrafosfato actie reduciendo la presion
intraocular. Para ello demostré que después de su administracion actla a través
de receptores P2Y2. Acto sequido altera la permeabilidad de las uniones estre-
chas del epitelio corneal que son la barrera que controla el acceso a las estruc-
turas internas del ojo. Si impedimos la actividad de los receptores mediante el
RNA de interferencia o siRNA del receptor P2Y2, los diadenosina tetrafosfato
carecen de efecto. Este hallazgo es algo de excepcional importancia pues abre
la puerta a la administracion de farmacos a las estructuras internas del ojo, si
se administra conjuntamente, o un poco después del diadenosina tetrafosfato,
mejorando la administracion de farmacos y consecuentemente su eficiencia te-
rapéutica (Lom et al. 2014).

La utilizacién de RNA de interferencia para distintos componentes
oculares es una técnica muy empleada por el Dr. Pintor. En su discurso cita es-
pecificamente los receptores o-adrenérgicos que han permitido reducir la pre-
sion intraocular con efectos secundarios minimos y prolongados en el tiempo.
Me complace que haya hecho alusién a estos trabajos en su discurso de
ingreso, pues por ellos recibié el Premio de la Real Academia en el concurso
cientifico del ano 2011, siendo posteriormente publicado en los Anales RANF
(Pintor 2012).

No podia faltar en el discurso del Dr. Pintor una amplia referencia a las
cataratas y los aspectos bioquimicos de las proteinas del cristalino que se requie-
ren para que sean transparentes. La pérdida de esta transparencia es lo que pro-
duce las cataratas, que son la primera causa de ceguera, pero facilmente rever-
sible si se extraen. Aunque como comenta el Dr. Pintor las cataratas presentan
una etiologia muy diversa, las debidas al metabolismo alterado de los gltcidos
son las mas frecuentes. Los enzimas del metabolismo glucidico, los transporta-
dores de glucosa o hexosas en general y la misma proteina de membrana aqua-
porina tipo 1 o tipo O podrian servir para actuar con RNA de interferencia e im-
pedir el exceso del metabolismo de glucidos en el cristalino o la excesiva entrada
de agua cuando la concentraciéon de polioles es excesiva.

Finalizo este apartado reconociendo el valor del conocimiento apor-
tado en este discurso de entrada, que se corresponde con la produccion propia
del recipiendario, su gran cultura cientifica y su vision de lo nuevo que se esta
gestando para solucionar los problemas que han acompafnado al ser humano
desde la remota antigliedad, como es el de la pérdida de vision hasta alcanzar
la ceguera.
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Jorge Luis Borges, el gran escritor argentino, con una larga historia fa-
miliar de ceguera hereditaria, nos deja con un toque de ironia el sentimiento y
el consuelo de la perdida de la vision en su obra —Siete noches—: «Nadie rebaje
a lagrima o reproche / esta declaracion de la maestria / de Dios que con mag-
nifica ironia / me dio a la vez los libros y la noche». Quizas si hubiera nacido
un siglo mas tarde, sus problemas de visién se habrian resuelto y sus obras li-
terarias tendrian otro color.

La ciencia de alto nivel que se podra aplicar en el mafiana para solu-
cionar los problemas entrafiablemente humanos, empieza siendo investigacion
basica de calidad y necesariamente siempre original en el dia de hoy.

Consideracion final

He tratado de exponer ante Ustedes los méritos que concurren en el
Dr. Jesus Pintor Just, quisiera, y espero, que esta presentacion mia haya sido
oportuna y objetiva. No obstante, permitanme incidir en que a sus dotes de in-
vestigador une el haber sido capaz de hacer florecer la ciencia en un lugar que
no tenia nombre y que actualmente es una Facultad con excelentes laboratorios
donde se aloja la escuela cientifica que ha conseguido crear, reconocida mun-
dialmente y que no duda en preservar el valor de sus descubrimientos para ca-
pitalizar las ideas y traspasarlas a la sociedad.

Es seguro que Jesus Pintor Just, tendrad un futuro brillante, seguro y
solidario en esta Real Academia Nacional de Farmacia, y es para mi un honor
en nombre de todos los Académicos desearle que su andadura sea continuada,
larga, fértil y venturosa.

He dicho

Madrid 6 de noviembre de 2014.

M? Teresa Miras Portugal

Académica de Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia

Medalla nimero 48.
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