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ABREVIATURAS

AGEs: productos finales de glicosilacién avanzada
ALR-2: aldosa reductasa-2

AMIR: anomalias de la microvasculatura intrarretiniana
Ang-2: angiotensina-2

bBGF: factor basico de crecimiento fibroblastico

BHR: barrera hematorretiniana
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BHRI: barrera hematorretiniana interna

BHRe: barrera hematorretiniana externa

DAG: diacilglicerol

DM/ DM I/ DM II: Diabetes Mellitus/ Diabetes Mellitus tipo 1/ Diabetes Mellitus tipo 2
DNA: acido dexocyribonucleico

EM/EMD: edema macular/ edema macular diabético

EMDCS: Edema Macular Diabético Clinicamente Significativo
EPR: epitelio pigmentario de la retina

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos

FID: Federacion internacional de la diabetes

GNV: glaucoma neovascular

HbA1C: hemoglobina glicosilada

HV: hemorragia vitrea

ICAM-1: molécula soluble de adhesion intercelular

IGF-1: factor de crecimiento Insulina-like-1

IgG: inmunoglobulina

IL: interleucinas

LDL: lipoproteina de bajo peso molecular

MB: Membrana Basal

MCP-1: monocito chemoattractant protein-1

MEC: Matriz Extracelular

NADPH+: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NO: 6xido nitrico

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PDEF: factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PIGF: factor de crecimiento placentario

PKC: proteina quinasa C

RD/RDNP: Retinopatia Diabética/Retinopatia Diabética No Proliferativa
RDP: Retinopatia diabética proliferativa

RL: radicales libres



ROS: especies reactivas del oxigeno

RVEGF: receptor del factor de crecimiento endotelial
TGF-B1: factor de crecimiento transformante beta 1
TIMP: inhibidor tisular de las metaloproteasas
TNF-a: factor de necrosis tisular a

VEGF: factor de crecimiento endotelial

Resumen estructurado

Introduccion: La retinopatia diabética es la complicacion microvascular mas frecuente
en pacientes con Diabetes Mellitus (DM) de larga data, a causa de la hiperglucemia
cronica. Propodsito: El objetivo de este trabajo es profundizar en las bases
biomoleculares que participan en el desarrollo de esta patologia con la intencién de
comprender mejor estos procesos bioquimicos. Metodologia: para realizar este estudio
se han revisado un nimero importante de articulos relacionados a mecanismos y bases
moleculares de la Retinopatia Diabética. No se han hecho restricciones respecto al tipo
de estudio. Conclusiones: Al considerarse a la DM como una epidemia de dimensiones
globales y a la Retinopatia Diabética como la principal causa de ceguera irreversible en
la edad laboral; debemos ahondar en las bases biomoleculares que intervienen en el
desarrollo de esta complicacion microvascular, para incidir de manera oportuna vy
retardar su progresion y profundizar en estudios e investigaciones orientadas a la

busqueda de nuevos blancos terapéuticos.

Palabras claves: Retinopatia Diabética; Anti — Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial (Anti-VEGF), Bevacizumab.

Abstract:

Introduction: Diabetic retinopathy is the most frequent microvascular complication in
patients with long-standing Diabetes Mellitus, due to chronic hyperglycemia. Purpose:

The objective of this work is to deepen the biomolecular bases involved in the



development of this pathology with the intention of better understanding these
biochemical processes. Methodology: To carry out this study, a significant number of
articles related to mechanisms and molecular base of Diabetic Retinopathy have been
reviewed. No restrictions have been made on the type of study. Conclusions:
Considering DM as an epidemic of global dimensions and Diabetic Retinopathy as the
main cause of irreversible blindness in the working age; we must delve into the
biomolecular bases that intervene in the development of this microvascular
complication, to affect in a timely manner and delay its progression and deepen studies

and research aimed at the search for new therapeutic targets.

Keywords: Diabetic Retinopathy; endothelial vascular growth factor, (Anti-VEGF),

Bevacizumab.
introduccion:

La Diabetes Mellitus es una condicion fisiopatologica, en la que existe un estado de
hiperglucemia crénica debido a deficiencias en la secrecion y utilizacion de la insulina,
en estrecho vinculo a deficiencias en el metabolismo de grasas, carbohidratos y
proteinas. Estd caracterizada por una determinante base inmunologica (sustrato
inflamatorio), que condicionaria cambios en la estructura del patron vascular de toda la

economia con énfasis en los vasos de pequefio y mediano calibre.

En la actualidad, es alarmante el avance exponencial de las enfermedades crénicas no
transmisibles en el mundo. Entre ellas, a la DM se reconoce como a una epidemia,
convirtiéndose en un problema de salud a gran escala en paises en vias de desarrollo.
Afecta mayormente a personas en edad laboral, en los que la hiperglucemia crénica
pudiera producir complicaciones a largo plazo tanto visuales y renales, cardiacas y

circulatorias y/o fallo de érganos como el higado. @

Segun la FID (afio 2017), 425 millones de personas entre 20 y 79 afos en todo el
mundo, padecen DM. Se estima que, del total, 127 millones (30%) padecerian alguna
de las formas clinicas de la RD, mientras que 12 millones (10%) llevarian tratamiento
para mejorar visidbn por esta causa. EI mismo estudio prevee aumenten hasta 629

millones para el afio 2045, en este rango de edad, de los cuales 188 millones (30%)



padecerian alguna de las formas clinicas de la RD, mientras que 18 (10%) millones
llevarian tratamiento para mejorar vision por esta causa. Este comportamiento en la
prevalencia estaria determinado con la practica de habitos y estilos de vida no
saludables. @

En el 2012 Yau JW et al, en su estudio acerca de la Prevalencia Global y principales
factores de riesgos de la retinopatia diabética, realizé un metaanalisis que comprendi6é
35 estudios en 28 afios, en un total de 22896 individuos con diabetes alrededor del
mundo. Estimé que, la prevalencia global estandarizada por edad de cualquier tipo de
retinopatia diabética es del 34,6 %. Distribuidos en 6.96 % para retinopatia diabética
proliferativa y, del 6,81 % para EMD como promedio, respectivamente. La prevalencia
de cualquier tipo de retinopatia diabética, incluido el EMD, aumenta mientras mas
antigua es la diabetes, mayor la HbAlc y la presidbn sanguinea. Con peor
comportamiento para pacientes con DM I. Con una prevalencia ajustada por edad de

EMD es de 14,25 %y 5,57 %, para pacientes con DM | y DM II, respectivamente. ©

Cuba carece de estudios de prevalencia relacionados a la RD, sin embargo, la 8"
Edicion del Atlas de Diabetes de la FID/2017 nos coloca en la region de Norteamérica y
el Caribe donde la prevalencia pasaria de ser 45.9 millones (13%) de diabéticos para el
2017 a unos 62.2 millones (14.8%) para el 2045, estimandose el incremento en mas de
un 62%. Al mismo tiempo, esta entidad concluye que, en Cuba, existe una prevalencia
del 6,7% de personas afectadas por diabetes. Lo que constituye un serio problema
para nuestros servicios de salud si consideramos que globalmente, uno de cada tres

pacientes con DM sufre RD. ¥

Debido a bases fisiopatoldgicas, causales y terapéuticas la DM suele dividirse en dos
grandes grupos: DM | (autoinmune e idiopatica) y DM Il (disminucion de la capacidad
funcional de las células betas del pancreas y resistencia de los tejidos periféricos a la
insulina). La mas comun es la DM Il, pues constituye cerca del 85% a 95% del total de

la poblacion diabética, en vinculo con un pernicioso estilo de vida. ©

La RD es la complicacion microvascular mas frecuente en pacientes DM de larga data,
a causa de la hiperglucemia crénica. La RD afecta a una de cada tres personas con

diabetes. Constituye la tercera causa de ceguera a nivel mundial, y la primera de



personas en edad laboral en paises en vias de desarrollo. ©® La OMS, segln la
Actualizacion de la Guia clinica de Retinopatia Diabética para Latinoamérica del 2015,
estima que la RD produce casi 5% de los 37 millones de ciegos del mundo, a la vez
gue para Latinoamérica este nimero se incrementa hasta un alarmante 7 %. Existe una
mayor prevalencia de la RD cuanto mas evolucionada esta la diabetes, prolongado uso
de insulina y mayor edad del paciente. EI EMD, mayormente detectado entre DM II, se
describe como la causa mas frecuente de invalidez visual, presumiblemente a causa de

contarse el mayor porciento de pacientes diabéticos en este grupo.

Es interés de este estudio acercar, a nuestros tratantes clinicos, endocrindlogos,
residentes y estudiantes, a mecanismos y bases biomoleculares que determinan las
diferentes etapas del desarrollo de la RD con el propdésito de intervenir con prontitud y

eficacia esta enfermedad, con la aspiracion de detener su progresion a la ceguera.

Bases Moleculares de la Retinopatia Diabética

La retina es una estructura compleja que se localiza tapizando la porcidn posterior del
ojo. Esta formada por un conjunto de capas en las que se distribuyen vasos
sanguineos y células diferenciadas con funciones especificas. Como un todo
garantizaran la captura, sostenibilidad y transmisién del estimulo luminoso a través de
la via Gptica hacia la corteza visual (cisura calcarina-l6bulo occipital), en donde este se
constituye en imagenes. ("*®

Los elementos de metabolismo y nutricion de la retina estan suplidos por tres plexos: el
Superficial y Profundo. Ambos provienen de la Arteria Central de la Retina, rama de la
Arteria Oftalmica, cubren el territorio extendido entre las capas Limitante Interna y
Nuclear Interna. La irrigacion del tercio comprendido entre la capa Plexiforme Externa y
el EPR, lo suple el Plexo de la Coriocapilar, constituido por las Arterias Ciliares

Posteriores (Cortas y Largas). %

Por otra parte, la BHR (barrera selectiva), separa la sangre de los tejidos y se divide en

dos: BHRe conformada por el EPR y la MB o de Bruch, ambos aislan la neuroretina de



la coroides; mientras la BHRI esta constituida por el endotelio de los vasos capilares de

la retina (células endoteliales y sus fuertes uniones).

La retina, como ningun otro tejido en la economia, es altamente dependiente de la
glucosa y del oxigeno para su metabolismo. Cambios deletéreos en la microvasculatura
retiniana a causa de la hiperglucemia cronica involucran la ruta del sorbitol, la
activacion de la PKC y la glicacion (AGEs). La expresion de los AGEs vy el estrés
oxidativo inducen la produccién de ROS y la apoptosis de la célula endotelial, el pericito
y las células de Miller, favorece el fallo de la BHR. Condicidén sine qua non de la
acumulacion de exudados vy lipoproteinas en la MEC de la retina para el inicio del
deterioro visual a causa del EMD. La desercion del pericito marca el progreso hacia la
RD caracterizada por formacion de AMIR, isquemia, anoxia tisular y exudacion, HV,
proliferacion fibrovascular, edema macular, escotomas paracentrales, dolor ocular al
involucrarse el GNV. Finalmente, ceguera, que obliga a adecuar tratamientos en

funcion del estadio de la enfermedad. 1%

De ordinario la RD se divide en grupos teniendo en cuenta su gravedad: RDNP,
referida a cambios vasculares intrarretinales en ausencia de tejido fibrovascular
extrarretinal; y RDP asociado a formacion de neovasos y hemorragias y el EMD que

puede llegar a ser EMDCS con grave compromiso visual.

Clasificacion de la Retinopatia Diabética y Edema Macular Diabético.

No retinopatia diabética | Sin evidencia de desarrollo de retinopatia diabética

RDNP leve Por lo menos, un microaneurisma

RDNP moderada -Microaneurismas o hemorragias en mayor cantidad
-Presencia de exudados duros, arrosariamiento venoso o
AMIR

RDNP severa -Microaneurismas y microhemorragias en los 4 cuadrantes
-Tortuosidades venosas en 2 0 mas cuadrantes

-AMIRs en 1 o mas cuadrantes




-Sin signos de neovascularizacion

RDP precoz NV o HV o prerretinianas

Alto riego de existencia | Neovascularizacion papilar mayor a 1/3 de érea papilar y/o
de RDP hemorragia prerretiniana o vitrea, con neovascularizacion

retiniana o papilar

RDP avanzada Proliferacion fibrovascular, desprendimiento de retina,

hemorragia vitrea que oculta el fondo, GNV o ptisis

EMD -Engrosamiento de la retina al menos de un diametro papilar

- en la fovea (edema)
no clinicamente

-Exudados duros en la macula con algun exudado al menos

significante
de un didmetro papilar en la fovea
EMD -Edema en la retina de al menos 500 micras en la fovea
clinicamente -Exudados duros en el engrosamiento de la févea, asociados
significante con edema adyacente retinal.

-Edema de al menos el diametro foveal, mayor o igual que el

didmetro papilar.

Tomado y modificado de ICO International Council of Ophthalmology | Guidelines for
Diabetic Eye Care. Copy-right © ICO January 2017.

Ambas, la RD y el EMD, son potenciales causa de ceguera, caracterizada por cambios
deletéreos retinales consecuencia del deterioro vascular de causa diabética
(Hiperglucemia de larga evolucion). En ellos son descritos tres procesos diferentes y
vinculantes entre si: Formaciéon del producto de la glicacion (AGEs), Desercion del
Pericito y Disfuncion endotelial. Como evento ultimo asociado a estos procesos se
describe un desbalance entre elementos pro-angiogenicos (TGF-B, Angiotensina,
PEDF, TIMP, etc.) y anti-angiogénesis (VEGF, bFGF, PDGF, etc.) mecanismo
vinculado a la respuesta inflamatoria relacionada estrechamente a la proliferacion
fibrovascular, las hemorragias, el desprendimiento traccional de la retina y finalmente la

ceguera. 19




En lo adelante expondremos la relacién entre los cambios estructurales y las bases
biomoleculares de los diferentes procesos, asi como la intervencidén de los mediadores
de la respuesta inflamatoria, blanco terapéutico clave de la estrategia de tratamiento
actual de la RDP y el EMD.

Productos finales de la Glicacion (AGES) y su relacién con la microangiopatia del

diabético.

La glicacion implica azUcares, con énfasis en la glucosa, en una reaccion no-enzimatica
de proteinas (en menor grado con lipidos y DNA) para formar los productos de
glicacion precoz, también llamados de Amadori o fructosamina. Proceso dependiente
de la concentracion de glucosa. (ej. Hemoglobina Glicosilada/HbAlc: imprescindible
para monitoreo y prondstico del paciente diabético, proporciona una estimacion
promedio de las glicemias en 2-3 meses previos). Descender un 1% representa un 37
% menos de complicaciones microvasculares, un 43 % menos de amputacion o
afeccion severa de los vasos, un 21% menos de muertes relacionadas con la DM, un
14% menos de infarto de miocardio y un 12% menos de ictus cerebrales. ‘® Pequefios

cambios en los niveles HbAlc determina un impacto en la progresién de la RD. "

Una segunda etapa de esta cascada enzimatica, formaria los productos finales de la
Glicacion (AGEs: compuestos multiples, muy reactivos). Este es un proceso de
reordenamiento intramolecular y de reacciones oxidativas, en las que se combinan los
productos la fructosamina con el oxigeno, liberdndose en el medio agentes del estrés
oxidativo y radicales libres. Esta segunda fase no es necesariamente dependiente de la
glucosa, sino del oxigeno responsable de la aparicion de los agentes superoxidantes y
sus efectos deletéreos. *® La formacion de Radicales Libres (RL), induce la oxidacion
e inactivacion de enzimas celulares y proteinas de transporte. Durante la glicacion son
alterados lipidos, el DNA vy ciertas proteinas para formar la Glicacién precoz, todo lo
cual se enmarca en las alteraciones de la transmision a la replicacion del mensaje

genético, asi como sobre la sintesis de proteinas. &9

Las proteinas que son modificadas por los AGEs estan comunmente localizados a nivel
del plasma, los compartimientos intracelulares y MEC. Asi mismo, las estructuras de

organos acumulan AGEs de preferencia en la pared arterial, mesangio glomerular,



membranas basales glomerulares y de otros capilares. Como resultado, el colageno
tipo |, por agregacion covalente, arrastra proteinas plasmaticas tales como LDL, IgG y
albumina al espacio subendotelial. De este modo resulta el engrosamiento de la pared,
cambios en el flujo laminar de la sangre que favorece la agregacion plaquetaria, la
leucostasis y la permeabilidad aumentada de la pared de los vasos implicados.
Mientras que, a nivel molecular, suelen ligarse a proteinas de larga vida; tales ejemplos
los constituyen su unién a algunos tipos de colageno y las cristalinas (cataratas
asociadas a estadios graves de hiperglucemia). ?°%V

Se ha logrado relacionar la presencia de AGEs con la disminucion de la elasticidad en
arterias y arteriolas. Asi mismo una relacion directamente proporcional entre la
acumulacion de los AGEs y la inactivacion del NO, el mas potente vasodilatador

fisiologico. ??

En suma, la formaciéon de AGEs en el colageno de tipo IV de la MB desacondiciona la
asociacion lateral de estas moléculas en una estructura tridimensional sutil y compleja.
Este mecanismo tiende a la reticulacion de las fibras en forma anarquica, todo lo cual
determina el aumento de la permeabilidad descrito en un escenario de hiperglucemia.
Se cree que existe una estrecha relacion entre las alteraciones condicionadas por la
relacion entre los AGEs y el colageno tipo IV, con la desercion del pericito en esos

vasos, que da sello anatémico la retinopatia diabética. *®



Desercion del pericito. Causas y consecuencias.

El pericito pertenece al tejido conjuntivo. Es una célula mural que da soporte al vaso,
regula la proliferacion y funcion microvascular (integridad vascular, angiogénesis y el
remodelamiento). Se le encuentran rodeando a la célula endotelial en la
microvasculatura, a las que estan intimamente ligado en forma de invaginaciones a
través de la membrana basal del capilar, donde se hallan incrustados. Es un agente

clave de la pervivencia y nutricién de la célula endotelial. ¥

Los pericitos son células contractiles, que al compartir similitudes con las células
musculares lisas de las arteriolas regulan el tono de los vasos capilares gracias a los
filamentos de actina que contienen. De este modo, al contraerse participan en el

mantenimiento de un flujo adecuado a nivel tisular. ¥

Imagenes de pericitos

obtenidas con

microscopia
electronica. A)
Fotografia y

representacion

esquematica realizados

por Zimmermman K.
(1923) B) Imagen de microscopia de barrido de Sheprod D. (Shepro y Morel, 1993) C)
Corte transversal de un capilar de Hayden M.R. (Hayden et al., 2008).

Este fenOmeno se encuentra estrechamente vinculado a la disminucién en la integridad
estructural de la BHR. Las causas de la deserciéon del pericito ain no son del todo

claras. Se conoce que su disminucion favorece la aparicion de edemas, diferentes tipos



de exudados y hemorragias ampliamente descritos en la RDP y estrechamente
vinculados a la formacion de aneurismas, engrosamiento de la membrana basal,

aumento de la permeabilidad vascular, hipoxia y angiogénesis. ¢

En presencia de un ambiente de hiperglucemia cronica, tiene lugar una serie de
eventos complejos a través del cual la enzima ALR produce sorbitol a partir de glucosa
en presencia del NADPH+. La ALR-2 es una enzima citosolica que cataliza la reduccion
de hexosas (como la glucosa) a sorbitol. A la ALR se le encuentra en epitelio corneal, el

cristalino, los pericitos retinales, etc. %629

Cada vez que aumenta la glucemia, la ALR-2 transforma a la glucosa en sorbitol. Su
incremento favorece el arrastre de sustancias a través de las membranas. El sorbitol se
relaciona al aumento de la presion osmatica en el intersticio y dafia los tejidos por
edema, particularmente a las fibras nerviosas. Otra enzima, la sorbitol deshidrogenasa,
transforma el sorbitol en fructosa, finalmente desvian el metabolismo de la glucosa
hacia la via de la "sintesis de novo de diacil-glicerol (DAG)". EI DAG es un activador
natural de la PKC. La enzima PKC favorece la expresion de la citocina, endothelin-1,
inductora de la caida en el flujo capilar, causa de "isquemia retinal en la fase del
pericito”. Bajo estas circunstancias el pericito estimularia la produccién del VEGF. ©°

El VEGF asi producido por el pericito estimula en la célula endotelial subyacente
receptores (RVEGF-1, RVEGF-2, etc.), momento descrito tras el cual deserta el
pericito, destruido por los efectos combinados del sorbitol y de los AGEs, responsables
del engrosamiento de la membrana basal que impide el contacto entre el pericito y la
célula endotelial, dificultando su nutricion y favoreciendo su muerte celular por
apoptosis. ®Y Debe considerarse el papel coadyuvante de la hipertensién local y

sistémica en este proceso. ©¢?

Los cambios en la pared vascular desencadenan la isquemia retinal, estimulo para la
expresion en el medio de factores proangiogéenicos inductores de la neovascularizacion
y de la proliferacion fibrovascular que tapiza la superficie vitrea. A partir de la anoxia,
considerada la causa principal y masiva de la expresion del VEGF en el medio, se
liberan igualmente citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-13, TNF-a) base molecular del

mecanismo inflamatorio de la progresién de la RD. ©2



En adicion, bajo condiciones de hiperglucemia, la mitocondria retinal falla,
incrementandose las especies superoxidantes que eventualmente aceleran la

liberacién de la citocromo C, la apoptosis de células capilares y dafios del DNA. ¢”

A raiz del mecanismo de la desercion del pericito es que puede explicarse los cambios
primeros en el capilar del paciente con RD y las alteraciones funcionales que le
caracterizan, en asociacion con dos eventos fundamentales: cambios en el endotelio

vascular y la expresion del VEGF.

Disfuncién endotelial (DE) y microangiopatia diabética.

El endotelio se puede definir como una monocapa que separa a los tejidos de la
sangre. En la actualidad, se le considera o6rgano del sistema neuroendocrino difuso

cuyas células ejercen mdltiples funciones. ¥

En el desarrollo de la DE tiene lugar un deterioro de la Hemostasia Vascular. El
endotelio vascular es una barrera altamente selectiva y un 6rgano metabdlicamente
muy activo con un papel crucial en la Hemostasia Vascular. Esta homeostasis implica
un regulado balance entre un estado vasodilatador asociado con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antitrombdticas; y un estado vasoconstrictor, mas
vinculado a un estado pro-oxidante, proinflamatorio y protromboético, este udltimo

dominante en la DE. ©®

El endotelio capilar de la retina, lo constituye una capa continua de células endoteliales
fuertemente unidas entre si (“zona ocludens”, del inglés “tight junctions”-TJ), rodeadas
por una membrana basal continua. Las uniones intercelulares estan formadas por
complejos multiproteicos, constituidos por proteinas transmembranales y citosolicas,
gue conectan las proteinas de membrana con el citoesqueleto intracelular. Las
proteinas asociadas a TJ son descritas en mas de 40, las principales proteinas en las
uniones apretadas son las claudinas (cldn), las ocludinas y las moléculas de adhesion
JAMs. (9



Es asi que, la integridad del endotelio vascular en el que intervienen los TJ a modo de
barrera semipermeable para el control del flujo de lipidos y proteinas, es determinante
en la estabilidad de los medios tanto intracelular como de la matriz extracelular (MEC).
Ambientes diana de las alteraciones descritas en la RDP y el EMD a consecuencia de

los cambios en la pared del vaso capilar retiniano. ©¢7:3®

En la DE hace presencia un fenotipo endotelial alterado caracterizado por una
biodisponibilidad reducida de NO, estrés oxidativo aumentado, expresidon aumentada

de factores protrombéticos y proinflamatorios y una vasorreactividad aumentada. ¢®

La desercion del pericito favorece la disminucion del tono vascular y dilatacién capilar
por pérdidas en la produccién de TGF-B por esta causa. ®°*? Se ha descrito una
vasodilatacion, dependiente del endotelio deteriorado y una activacion endotelial
caracterizada por un estado proinflamatorio, proliferativo, pro-oxidante y procoagulante,
asociado a la trombosis vascular e isquemia tisular. “Y En consecuencia la fosforilacién
de ocludina, permite la apertura de las uniones intercelulares (aumento de la
permeabilidad capilar) “?, con salida de plasma rico en lipoproteinas, lo que pudiera

generar los exudados céreos caracteristicos de la RD. *®

En adicién, la hiperactividad de la PKC en las células endoteliales de los vasos de la
retina y el rindn, favorece la produccion de prostaglandinas y de tromboxanos, los
cuales modifican drasticamente la permeabilidad del endotelio, activandose el
mecanismo de la Ang-2, dinamizador de la angiogénesis. %

La mitosis de las células endoteliales (estimulada por la PKC-GIl), sumada al
debilitamiento estructural de la pared capilar (por la muerte de los pericitos) no sélo
permite la salida de glébulos rojos, formando microhemorragias, sino también la
formacién de dilataciones revestidas de células endoteliales, los microaneurismas. ¢
Tras afos de hiperglucemia, tanto los capilares debilitados como los microaneurismas
forman microtrombos, consecuencia de microinfartos de retina (exudados blandos o
algodonosos), y la resultante “isquemia endotelio-dependiente” genera aun mas VEGF,
el cual estimula el crecimiento de vasos de neoformacion y de paso fosforila mas
ocludina, lo que incrementa la permeabilidad capilar, a la vez que se inhibe el PEDF

que guarda una funcién inhibitoria de la angiogénesis. (0-6:45.46)



Es en este momento donde observamos las anomalias microvasculares intrarretinianas
(IRMA), descritas como dilataciones vasculares y arrosariamiento venoso. Los
neovasos asi formados, pobres en endotelio, con una MB muy gruesa, facilmente
obstruibles a causa de la agregacion de plaquetas o por la adhesion de leucocitos a la
pared de los vasos (leucostasis), son fragiles y causan hemorragia vitrea, proliferacion
fibrovascular y progresivamente daran al traste con la ceguera. Estadio conocido como
de RDP. “547)

Como se ha mostrado anteriormente tanto la formacion de los AGEs, la desercion del
pericito y la disfuncion endotelial determinada por sus cambios estructurales,
promueven la proliferacion de células endoteliales y aumentan la expresion de
proteasas e integrinas que favorecen la migracion celular y el fendmeno de
angiogénesis. EI VEGF aparece como el elemento de mayor angiogenicidad y

patogenicidad tanto en la RD y el EMD.



Microangiopatia diabética, angiogénesis y el VEGF.

La hiperglucemia croénica, induce una serie de cambios y la activacion de procesos
bioquimicos que generan la hiperactividad de la PKC; la de formacion de los AGEs y en
gran medida de la liberacion de ROS responsable del dafio por estrés oxidativo; la
concentracion aumentada de polioles que generan altos niveles de sorbitol mediante la
activacion de la via de la aldosa-reductasa. Los procesos antes mencionados
favorecen el aumento en la permeabilidad de los vasos retinianos, alteraciones en el
fluido sanguineo de la retina y sefalizacion celular a través del VEGF. Estos
mecanismos se asocian a diversos factores del crecimiento celular (VEGF, IGF-1, TGF-
B1, PDEF, etc.) condicionantes de los cambios estructurales descritos en la vasculatura

durante la RD. #1533
Consideraciones sobre el VEGF.

El VEGF, también conocido como Factor de Permeabilidad Vascular (FPV), es
producido por una multiplicidad de células (tumorales, macrofagos, plaquetas,
queratinocitos y mesangiales). Entre sus funciones fisiolégicas normales se cuentan la
formacién de huesos, hematopoyesis, fibrosis y cicatrizacién, ademéas del desarrollo
humano. Se le confiere la supervivencia de las células endoteliales, su proliferacion,
motilidad y la angiogénesis. El linaje del VEGF esta compuesto por proteinas
hemodindmicas, consistentes en VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el PIGF,

localizado en el cromosoma 6p12. 4849

La proliferacion de la célula endotelial y el crecimiento de los nuevos vasos se debe a
la combinacién del VEGF con sus receptores de actividad Tirosin Kinasa Intrinseca
(RVEGF-1, RVEGF-2, RVEGF-3), fundamentalmente localizada en células
endoteliales. La angiogénesis es un complejo y coordinado proceso que requiere de
una cascada de activacion de esos receptores. En esta cascada, es la presencia del
VEGF el elemento critico a partir del cual el proceso fisiopatolégico de la angiogénesis

se desencadena. ®°

Se conoce que, la expresién del VEGF-A estaria estimulando tanto la angiogénesis

como el aumento de la permeabilidad vascular, al ligarse con sus receptores en las



células endoteliales RVEGF-1 y RVEGF-2, los cuales trasmiten hacia el interior de la
célula sefnales de transduccién para la activacion de la cascada angiogénica. Se piensa
que la activacion RVEGF-2, sea la sefial principal responsable de este mecanismo. ®%
Altos niveles de VEGF han sido encontrado en el vitreo de pacientes con Retinopatias
Isquémicas Proliferativas de la que la RD hace parte. Es conocida su vinculacion con la
formacién de AMIR de la RD. ™ Promueve la produccién de metaloproteinasa por la
célula endotelial, causa de degradacion de la MEC y la invasién de nuevos vasos. El
poderoso efecto agonista de la permeabilidad del VEGF es origen de fuga a través del
endotelio vascular de liquidos y proteinas plasmaticas. Este mecanismo induce la
formacion del gel proteico, el aumento de la presion oncética en la MEC y el edema
macular. En adicion, favorece una entrega irregular de nutrientes y oxigeno, asi como

los dafios deletéreos en la capa de fibra nerviosa descritos en la RD y el EMD. ©84%)

Parece desconocerse el mecanismo exacto que explicite como una hipoxia sostenida
induce la expresion del gen para la transcripcion del VEGF. Sin embargo, como
respuesta al estrés metabdlico resultante, tanto el EPR como el tejido retinal producen
varios factores de crecimiento, con énfasis en el VEGF, responsables de la
proliferacion fibrovascular. En la actualidad, se acepta a la hipoxia como el principal
desencadenante del VEGF y PIGF, los que parecen trabajar en forma sinérgica
contribuyendo a la inflamacién e infiltracion leucocitaria. A la vez, favorece la

guimiotaxis de macrofagos y de granulocitos a través de la pared hacia la MEC.

Diversos estudios han demostrado que al bloguearse la accion del VEGF, teniendo a la
cavidad vitrea del ojo como reservorio de los Anti-VEGF, se restaura y mejora la

funcion vital en las condiciones de RD y el EMD, dependiendo de su estadio. 444650

Terapia antiangiogénica.

La hiperglucemia es un desbalance metabdlico que induce cambios en las vias
enzimaticas de la glicacion, del poliol, la PKC vy, la aldosa-reductasa, capaces de
estimular la expresion de factores del crecimiento y mediadores de la respuesta
inflamatoria que inducen cambios en la estructura y permeabilidad de la membrana. A
través de estos mecanismos se explicaria en parte las complicaciones vasculares de la

DM en todos los vasos, con énfasis fisiopatoldgica en los vasos de pequeiio calibre.



Yoshimura T et al (2009) y Kern TS et al (2007) en sendos estudios respectivos
coinciden en describir el EMD como un escenario dominado por mediadores
inflamatorios (VEGF, TNF-a, Ang-2, ICAM-1 y MCP-1), caracterizado por cambios en el
flujo y dinamica circulatorias, en vasos con una elevada permeabilidad de la pared,
leucostasia, disfuncion endotelial y remodelacion tisular; un cuadro inflamatorio in
crescendo y el desarrollo del engrosamiento por edema de la retina macular. La
progresién de este estado temprano de la enfermedad pudiera derivar en hipoxia e

inflamacion cronicas en la retina que favorecerian la angiogénesis.

Como explicaramos antes, la angiogénesis garantiza el crecimiento de nuevos vasos a
demanda de exigencias metabdlicas en los tejidos. Esta determinada por un balance
entre factores pro y anti angiogénicos (ej. equilibrio entre la secrecién de VEGF y PEDF
es critico para mantener la anatomia y funcidbn normal de los vasos sanguineos
coroideos), que garantizan la homeostasis tisular. La combinacion del binomio
hiperglucemia crénica-hipoxia con el VEGF, constituye el factor disruptor del balance
entre pro y anti angiogénicos, a predominio de los proangiogenicos, resultando en
dafios en la pared pericitica, insuficiencia endotelial y trastornos del flujo,

favoreciéndose la neoformacion vascular. ¢

En el 2016, Peter A. Campochiaro et al describieron los mecanismos y los efectos
inflamatorios encontrados en la cavidad vitrea del diabético, definiendo al VEGF como
el actor principal inicial asociado entre otros a las IL 6-8, Ang-2, ICAM-1 y MCP-1, en
los que se apoyan la farmacologia moderna para determinar sus blancos terapéuticos.

Si bien un adecuado control de factores como la hiperglucemia, la dislipidemia o la
HTA, representa un pilar en el tratamiento de pacientes con RD, la historia en la
evolucion clinica de la RD y el EMD ha experimentado un giro drastico en el paradigma

de tratamiento luego del surgimiento de la terapia Anti-VEGF. 3%

La terapia Anti-VEGF tiene sus antecedentes décadas atras cuando el Dr. Napoleone
Ferrara, identificara esta proteina (Vascular Endothelial Growth Factor 1988-89),
explicara su rol y disefiara una estrategia de terapia antiangiogénica. Desde entonces

disimiles estudios han documentado sus efectos beneficiosos.



En la actualidad, tres tipos principales de farmacos anti-VEGF son ampliamente
difundidos en el tratamiento de la RD: bevacizumab (Avastin, BAYER PHARMA A.G),
aflibercept (Eylea; Hoffmann-La Roche) y ranibizumab (Lucentis, NORVARTIS
PHARMA AG).

Bevacizumab. Anticuerpo monoclonal recombinante humanizado dirigido contra todas
las isoformas bioldgicamente activas del VEGF. Registrado y desarrollado para uso
oncoldgico, pero audn sin licencia se usa en todas las patologias oculares que cursan
con edema macular o crecimiento anormal de vasos. Tiene dos sitios de union para

este factor. Al unirse bloquea los efectos del VEGF y actiia como antiangiogénico. &3

Ranibizumab. Fragmento de anticuerpo recombinante humanizado, desarrollado para
la administracion intraocular dirigido contra el VEGF-A. Antigeno ligado al fragmento
Fabs. Ostenta un tiempo de vida media corto comparado con otros anticuerpos. Ha
sido ampliamente utilizado para tratar el EMD en diferentes estudios multicéntricos

aleatorizados. ©%¥

Aflibercept. Proteina recombinante que actla como sefiuelo soluble para los receptores
ligados al VEGF-A, VEGF-B y al PIGF, con una alta afinidad por los receptores nativos
(RVEGF-1/RVEGF-2 y PIGF-1/PIGF-2). Al ligarse el VEGF por error con el Aflibercept,

reduce la actividad angiogénica. ¢

Pese a que el bevacizumab aun no recibe la autorizacién para el tratamiento ocular por
la FDA, muestra resultados similares al resto de los anti-VEGF. Todos logran bloquear
las isoformas del VEGF y detener el crecimiento de los vasos sanguineos de
neoformacion, al tiempo de reducir el edema retiniano entre otras complicaciones. Sin
embargo, la potencial resistencia a la terapia antiangiogénica debido a factores
genéticos aparece como otro parametro importante que no puede ser pasado por alto.
Al mismo tiempo el beneficio clinico alcanzado por estas terapias es variable y los

resultados cuestionados. ©©

A la vez de estar ampliamente documentados los beneficios de estos tres
medicamentos, se han descrito la presencia de pacientes no respondedores, sugiriendo

la presencia de otros mediadores de consideracion en el complejo entramado del



desarrollo de la angiogénesis, que pudieran estar fuera de los blancos terapéuticos
mas usados. Nuevos blancos terapéuticos potenciales tales como: miembros de la
familia PDGF, de la subfamilia de VEGF, de las familias del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento fibroblastico y de la superfamilia del TGF-B1, etc.
Asi también de angiopoyetinas, galectinas, integrinas, asi como el PEDF, factor de
crecimiento de hepatocitos, endotelinas, factores inducibles por hipoxia, factores de
crecimiento similares a la insulina, citoquinas, metaloproteinasas de matriz y sus

inhibidores y proteinas de glucosilacion. ©”

El complejo entramado de factores que desencadenan la angiogénesis retiniana
sugiere que la modulacién de diferentes moléculas de este entramado, pudiera ser mas

eficiente que utilizar un solo blanco terapéutico. ¢

La aplicacién de los actuales protocolos de tratamientos de la RD se implementa luego
de la aparicion de la neovascularizacion; estos son fotocoagulacion, inyeccion
intraocular de anticuerpos monoclonales contra VEGF y vitrectomia. Con el actual
esquema terapéutico en algunos casos se logra detener o ralentizar el progreso de la
microangiopatia, pero aun carecemos de protocolos que logren revertir el proceso con
la consiguiente recuperacion de la funcién retiniana. ®**” Por tanto, consideramos de
vital importancia seguir profundizando en las bases biomoleculares gque intervienen en
la patogenia de esta enfermedad, con el objetivo de adquirir nuevos conocimientos que
faciliten el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, no solo para eliminar la
neovascularizacion sino también para prevenirla y promover la normalizaciéon de los

vasos retinianos y el restablecimiento de la funcion retiniana.

Estudios realizados en los que se administr6 antioxidantes en ratas diabéticas ha
inducido la correccion del estrés oxidativo lo que ha permitido atenuar e incluso revertir
los efectos vasculares de la diabetes. La administracion oral de Trolox, un antioxidante,
ha permitido la conservacion parcial de sus pericitos retinianos y la utilizacion de &cido
lipoico, otro antioxidante, ha permitido mejorar la reactividad vascular y la morfologia de
los vasos de las ratas diabéticas ©®, y prevenir un aumento de VEGF en sus
retinas.®®®® Se ha observado ademas que la administracién de antioxidantes

disminuye efectos deletéreos de la retinopatia diabética como la adhesion leucocitaria a



las células endoteliales, “Y la permeabilidad vascular, ®® la apoptosis de células

retinianas ©®? y el engrosamiento de la membrana basal. ©?

Otro estudio demostro que la administracion oral de una mezcla de antioxidantes (bien
una dieta rica en vitamina C, vitamina E o bien un complejo vitaminico) a ratas
diabéticas un minimo de 12 y un maximo de 18 meses permitié reducir a la mitad la

pérdida de pericitos y el nimero de capilares acelulares. ¢

En humanos cabe destacar los resultados de un estudio reciente en que se siguio a un
grupo de pacientes diabéticos con retinopatia no proliferativa durante cinco afios (n=
220). Un subgrupo (n= 112) fue suplementado con un complejo antioxidante
multivitaminico y otro no fue suplementado (n= 108). La suplementacién con
antioxidantes se reflej6 en el mantenimiento y mejoria del estado antioxidante y el
descenso paralelo de la actividad prooxidativa en plasma. Ademas, en el subgrupo
suplementado no se observé progresion clinica en la retinopatia, a diferencia del grupo

no suplementado, en que se evidencié un empeoramiento clinico. ¢4

El flujo sanguineo retiniano decrece en la diabetes temprana. El tratamiento con
vitamina C mejora la vasodilatacion derivada del endotelio en pacientes diabéticos.

El tratamiento con vitamina E en ratas diabéticas reduce los niveles retinianos de DAG,
normaliza la activacion de la PKC-RII retiniana, normaliza el flujo sanguineo retiniano,
9 y restaura la relajacion aértica dependiente del endotelio mediada por ON, a pesar
de la elevacion mantenida de la hiperglucemia. En pacientes diabéticos que no tenian
retinopatia o esta era minima la administracion de altas dosis de vitamina E durante 4
meses normalizé el flujo sanguineo retiniano a pesar de que el control de la glucemia
permaneci6 sin cambio. ¢ La vitamina E, ademas de reducir la cantidad de radicales
libres, inhibe la PKC directamente con lo que su accién puede ser dual a nivel de

ambas vias, ©” que por otra parte estan muy interrelacionadas.

Considerando los resultados de estos estudios podemos concluir que un aporte
adecuado de antioxidantes es recomendable en los pacientes diabéticos para disminuir

los riesgos de progresién de la retinopatia.



Actualmente se estan desarrollando otros agentes terapéuticos que inhiben la
formacion de AGEs. El mas estudiado es la aminoguanidina la cual reacciona
principalmente con los intermediarios dicarbonilo tales como la 3-deoxiglucosona y
bloquea la secuencia reaccional que conduce a los AGEs. Estudios recientes develan
gue el tratamiento con aminoguanidina retrasa la evolucibn de las lesiones

microvasculares encontradas en la retina de pacientes diabéticos. ©®

Otras medidas que descienden los niveles séricos titulares de AGEs son: restriccion
calorica, ingesta de vitaminas y antioxidantes (glutation, vitaminas A-C-E) vy
particularmente B6, B12 y &cido félico (estos ultimos frenan el paso de producto
Amadori a carboximetil-lisina). Existen otros que activan las vias de las pentosas
(benfotiamina, derivado de la tiamina) desvian la glicolisis hacia la produccién de
substancias reductoras que frenarian las reacciones oxidantes en la génesis de AGEs.
Se estan desarrollando destructores de AGEs, capaces de romper los puentes
anormales AGEs — proteina y finalmente estan los farmacos “atrapadores de AGEs”
qgue son moléculas similares al receptor de AGEs de los macrofagos pero que circulan

en forma soluble. 672

Otra propuesta de blanco terapéutico en desarrollo consiste en la inhibicién de la
enzima PKC. Un exponente es el compuesto natural rottlerin que se encuentra en fase
Il de ensayos clinico, el acido acetilsalicilico, los inhibidores COX-2 y el octreocide un
analogo de la somastatina (inhibidor de factores de crecimiento) que ha demostrado

disminuir la proliferacién del epitelio pigmentario de la retina en estudios in vitro. (374

Los bloqueadores del TGF-B han demostrado tener un efecto en la prevencién de la

expansion mesangial y preservacion de la funcién renal.

Conclusiones

En la actualidad, y a pesar de las mas modernas estrategias de tratamientos en el
enfrentamiento de la RD (control interdisciplinario, factores de riesgo, fotocoagulacion,
vitrectomia, inyeccion intraocular de anticuerpos monoclonales contra VEGF), ellas
siguen constituyéndose en un creciente desafio. En solo un reducido por ciento de

casos se logra detenerla o mejorarla, pese a que el advenimiento de los inhibidores de



VEGF se ha establecido como el pilar del tratamiento actual. ®® Existe atin mucho
terreno de conocimiento por dominar en cuanto al manejo clinico de las enfermedades
isquémicas de la retina. ®*® En esta linea de pensamiento, la disponibilidad de
potenciales blancos terapéuticos con que se cuenta en la actualidad aun es

insuficiente, tanto a nivel celular como molecular.

Al considerarse a la DM como una epidemia de dimensiones globales y a la RD como
la principal causa de ceguera irreversible en la edad laboral, debemos ahondar en
estudios e investigaciones orientadas a la busqueda de cada vez mas y eficientes
nuevos blancos y estrategias terapéuticas, orientadas a recuperar la funcién retiniana
en desérdenes neovasculares. Si bien se han reportado numerosas moléculas con
potencialidad terapéutica, aun no se ha logrado su profunda caracterizacion para

avanzar hacia su implementacion en la clinica oftalmoldgica.
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